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Uber die Natur der hiimorrhagischen Diathese 
bei Cholimie. If. 
Von 
H. Dyekerhoff und R. Marx. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1941.) 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe kamen wir zu dem Schlub, 
da die himorrhagische Diathese bei Versch!uBikterus eine mehrfache 
Wurzel habe und nicht einfach, wie es in der Literatur der letzten Jahre 
vielfach geschehen ist, als Hypovitaminose K allein gedeutet werden 
kann. Damit soll nicht bestritten werden, dab dem Vitamin K-Mangel 
eine sehr wichtige Bedeutung zukommt. Hat doch die Vitamin K- 
Therapie die Operabilitat der Patienten bei Obstruktionsikterus ent- 
scheidend verbessert. 

Wir haben uns nun zum Ziel gesetzt, die pathologischen Ver- 
anderungen im cholimischen Blutgerinnungssystem weiter zu k’aren. 
An Hand von Tierversuchen haben wir zuerst die Frage behandelt, 
ob der verstérkte Antithrombingghalt des ikterischen, thrombinfrei 
gemachten Serums fiir die ikterische Blutgerinnungsstérung von Be- 
deutung ist. Wahrscheinlich ist das normale Serumantithrombin 
vermehrt. Vielleicht bildet sich aber auch daneben ein pathologisches 
Protein, welches durch gréBere Affinitat zum Thrombin hemmt. Die 
Bedeutung des vermehrten Serumantithrombins fiir die eigentliche 
Blutgerinnung erwies sich als sehr gering!. Fiir die B'utstillung diirfte 
jedoch das Serumantithrombin von héherer Bedeutung sein, denn die 
Agglutinationsfahigkeit der Thrombocyten wird auch von der Zu- 
sammnsetzung der SerumeiweiBkérper gesteuert. 

Tatsachlich liegt bei verschiedenen hamorrhagischen Diathesen 
eine Hyperalbuminamie vor?. 

Wir haben weiterhin beobachtet, daB etwa vom 10. Tage nach 
operativem VerschluB des Choledochus an bei ziemlich allen untersuchten 
Tieren die Gerinnungszeit des P'asmas der Versuchstiere mit einem 
Standardthrombin wesentlich tiber der Norm lag, ein Symptom, das 
Wuhimann auch bei ikterischen Patienten beobachtete3. Durch 


Vitamin K-Injektion sahen wir eine Normalisierung dieser verlangerten 


' H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. t. exper. Med.. im = Druck. 
2 Bennhold-K ylin- Rusznjak, Die EiweiBkérper des Blutplasmas. Verlag von 
Th. Steinkopf, 1938. — * F. Wuhrmann, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 179, 
533, 1936. 


Biochemische Zeitschrift Band 311. 
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2 H. Dyckerhotf u. R. Merx: 


Plasmagerinnungszeit mit Standardthrombin. Die genauere Analyse 


ergab nun, daB die verlingerte P!asmagerinnungszeit mit Standard- 
thrombin nicht hervorgerufen wird durch Fibrinogenkonzentrations- 
schwankungen (Hypinose). Auch Heparin, Gallensiuren oder Pro- 
thrombinmange! kénnen nicht fiir die verminderte Gerinnungsfahigkeit 
des ikterischen P’asmas mit Standardthrombin verantwortlich gemacht 
werden. Die Verminderung der P!asmagerinnungsfahigkeit mit Standard- 
thrombin im ikterischen B'ut wird hauptsachlich hervorgerufen durch 
Vermehrung des Serumantithrombins, der eine Zunahme der hoch- 
‘dispersen, stark thrombinadsorbierenden EiweiBfraktion entspricht. 
Ob eine spezifische Wirkung von Vitamin K in bezug auf die Normali- 
sierung der Plasmagerinnungszeit durch Standardthrombin vorliegt. 
soll noch naher gepriift werden. Durch Injektion von hamostyptisch 
witkenden Substanzen wie C’auden, Hepatopson und ahnlichen war eine 
Wicderherstellung der normalen P!asmagerinnungszeit mit Standard. 
thrombin bei Tieren mit VerschluBikterus nicht méglich. Haufig jedoch 
fiihrte Blutentziehung zur Verkiirzung der verlangerten Plasma- 


gerinnungszeit mit Standardthrombin. Aus diesen Studien ziehen wir 


den allgemeinen SchluB, daB man aus einer verlingerten P!asma- 
gerinnungszeit mit einem Standardthrombin nicht berechtigt ist, auf 
die Anwesenheit von Heparin im Blute mit Sicherheit zu schlieBen, wie 
dies verschiedentlich geschehen ist! ¢(Heparinantit hrombinbestimmungs- 
methcde nach Quick). 

Die Methede der Bestimmung der Plasmagerinnungszeit mit einem 
Standardthrombin ist empfindlicher und quantitativ besser auswertbar 
fiir die Erfassung des Antithrombins des B!utes als die iibliche Serum 
antithrombinbestimmung mit erhitztem Serum. 

Bei der Untersuchung der therapeutischen Wirksamkeit von 
Vitamin K-Praparaten war uns bei der Beriicksichtigung der Blut- 
gerinnungszeit allein (bestimmt nach unserer Oxalatmethode)? aut- 
gefallen, daB auch mit sehr hohen Dosen Synkavit die B!utgerinnungszeit 
nur bei einem Teil der Tiere zu normalisieren war und auch bei diesen 
teilweise wieder nur fiir eine kurze Frist. Dasselbe galt prinzipiell fiir 
das Vitamin K-Praparat Karan Merck. Bei diesen Untersuchungen 
konnten wir schon die Erfahrungen, die wir iiber den Regulations- 
mechanismus der B'utgerinnung beim Versuchstier Kaninchen gemacht 
hatten, mitberiicksichtigen. Ein besonderes Untersuchungsverfahren 
erwies sich als notwendig3. 

Im Anfang waren wir geneigt, die mangelhafte Wirkung von 
Vitamin K auf Vitamin K resistente, durch Leberschaden bedingte 

1 4. Schloss, Diss. Ziirich (1940). — * H. Dyckerhoff, Goossens u. 


Schwantke, Zeitschr. f. exper. Med. 105, 145, 1939. — * H. Dyckerhoff wu. 
R. Marx, ebenda (im Druck). 
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Natur der hamorrhagischen Diathese bei Cholamie. 1. 3 


H ypoprothrombinamie zuriickzufiihren!. Als aber dann bei cholamischen 
Tieren parallel zur Blutgerinnungszeit auch die Prothrombinzeit nach 
(Quick untersucht wurde, fanden wir, daB nach der Gallengangdurch- 
trennung bei einer gré6Beren Anzahl von Tieren neben Fallen mit ver- 
langerter Prothrombinzeit und Blutgerinnungszeit auch solche mit 
eindeutig normaler Prothrombinzeit neben verldngerter Blutgerinnungs- 
zeit vorkamen. Jn geeignet erscheinenden Fallen, in denen die 
Gerinnungszeit verlingert, die Prothrombinzeit aber normal war. 
fiihrte Vitamin K-Injektion zu voriibergehender Normalisierung der 
Gerinnungszeit und beeinfluBte die Prothrcmbinzeit nur unbedeutend. 
Auch ein Fall von Normalisierung der verlingerten Prothrombinzeit 
durch Synkavitinjektion ohne parallele Normalisierung der verlangerten 
Blutgerinnungszeit wurde beobachtet. 

Somit war also experimentell erhartet, daB auch beim Verschlul 
ikterus, ahnlich wie bei der Hamophilie, aus der Bestimmung der 
Prothrombinzeit allein, bzw. aus ihrem normalen Ausfall, nicht in allen 
Fallen auf eine Normalitét des gesamten Blutgerinnungssystems ge- 
schlossen werden darf. Beim heutigen Stand der Forschung kann dieses 
(nicht durch ein Antithrombin bzw. Antiprot hrombin geniigend erklirte) 
gegensitzliche Verhalten von Prothrombinzeit (normal) und Blut 
gerinnungszeit (verlingert) erk’art werden entweder durch verminderte 
Thrombokinaseaktivitét des Plasmas oder durch beschleunigte Um 
wandlungszeit des Prothrombins bei vermindertem Prothrombingehalt, 
ahnlich den von Owen, Hof{/man, Ziffren und Smith am Blutgerinnungs- 
system der Neugeborenen aufgedeckten Verhaltnissen?. Dabei kann. 
wie diese amerikanischen Autoren feststellten, eine normale Prothrombin 
zeit nach Quick resultieren, denn die Prothrombinzeit ist ja das Ergebnis 
sowohl der Prothrombinmenge als auch der Prothrombinumwandlungs 
zeit. Wir haben uns in systematischen Untersuchungen mit demProblem 
der Prothrombinumwandlung und der Thrombokinase beschaftigt 3? und 
sind dadurch zu einer Kritik der Zweistufenmethcde der B!utgerinnungs- 
zeitbestimmung bzw. der Thrombintitration nach Warner-Brinkhous 
und Smith gefiihrt worden?. 

Die Diskrepanz zwischen Prothrombin- und Blutgerinnungszeit, 
die im tibrigen auch schon von anderen Autoren beobachtet worden ist. 
macht zweifellos eine Zweistufenmethcede zur Erfassung des Thrombin- 
spiegels notwendig. Aus den oben angefiihrten Griinden scheint uns 
jedoch eine Verbesserung der Methode von Warner-Brinkhous und 


' Butt, Snell u. Osterberg, J. Amer. med. Ass. 113, 383, 1939; Scanlon, 
Brinkhous, Warner, Smith u. Flynn, ebenda 112, 1898, 1939. 2 0. A. 
Owen, G. A. Hoffman, S. EF. Ziffren u. H. P. Smith, Proc. of the Soe. tf 
exp. Biol. and Med. 41, 181, 1939. — ® H. Dyckerhoff u. R. Marx, noch 
unver6ffentlicht. ' Dieselben, Zeitschr. f. exper. Med. (im Druck). 


1 * 








4 H. Dyckerhott u. R. Marx: 


Smith unerlaBlich. Wir sind damit beschaftigt, die genannte Methode 
auszubauen. Aus der schon beschriebenen (mangelhaften) Art der Wirk- 
samkeit von Vitamin K-Praparaten bei normaler Prothrombinzeit und 
verlangerter Gerinnungszeit glauben wir mit heher Wahrscheinlichkeit 
schlieBen zu kénnen, daB den Vitamin K-Praparaten neben der spezi- 
fischen Vitamin K-Wirkung noch eine unspezifisch gerinnungsbeschleu- 
nigende Wirkung zukommt, die durch Erhéhung der Thrombokinase- 
aktivitat hervorgerufen wird. Letztere Wirkung scheint bei Karan etwas 
gréBer zu sein als beim Synkavit, was vielleicht auf der Verschiedenheit 
der Lésungsmittel beruht. 

Die Lésung der Frage, ob der VerschluBikterus die Thrombo 
kinaseaktivitat des Plasmas und die Prothrombinumwandelbarkeit ver- 
andert, werden wir in Angriff nehmen. 

Gelegentlich fanden wir Senkung des Fibrinogenspiegels gegeniiber 
der normalen Schwankungsbreite, und zwar ohne GesetzmaBigkeit iiber 
die postoperative Zeit verteilt. Bei der geringen Abhangigkeit der 
Thrombinwirkung von der Substratkonzentration kann die kleine 
Fibrinogenschwankung kaum eine Rolle fiir die Blutgerinnung spielen. 
Auffallend war uns, daB von den 130 Kaninchen, bei denen wir eine 
Choledochusunterbindung durchfiihrten, nur 3 letztlich durch Ver- 
blutung zugrunde gingen, und zwar wahrend der Wintermonate. Alle 
3 Tiere wiesen ante exitum eine sehr verlaingerte Blutgerinnungszeit und 
eine stark verlangerte Prothrombinzeit auf. Es fanden sich auBer Blut - 
extravasaten an der groBen Curvatur des Magens und im Mesenterium 
auch Blutungen unter der Haut und in der Muskulatur, also auch an 
Stellen, an denen bei vorsichtiger Wartung ein mechanisches blutungs- 
auslésendes Trauma kaum in Betracht kommt. Dieser Befund scheint 
uns fiir die Existenz einer besonderen Blutungsbereitschaft bedingt 
durch eine GeféBpermeabilitatsstérung in spateren Stadien von Ver- 
schluBikterus, welche die ohnehin durch die Gevinnungsstérung bedingte 
Blutungsgefahr verstarkt, zu sprechen. Auch die Befunde H. Frankes! 
scheinen auf dieses Phinomen hinzuweisen. H. Franke fand bei Unter- 
suchungen am Menschen eine Verminderung der Petechienzahl bei der 
Rumpel-Leedeschen Probe bei cholémischen Patienten nach der Zufuhr 
von Vitamin K. Ob eine innere Abhangigkeit der Capillarpermeabilitat 
vom Prothrombin bzw. Thrombokinasespiegel des Blutes besteht, ob 
Vitamin K auch eine Funktion fiir die Erhaltung der Endothelien- 
funktionen besitzt oder ob es bei Occlusionsikterus parallel aber unab- 
hangig zu einer Stérung der Blutgerinnbarkeit und der GefiBpermea- 
bilitat kommt, l4Bt sich vorerst nicht sicher entscheiden. 


In einem Fall von deutlich verlangerter Prothrombin- und Blut- 
gerinnungszeit haben wir auch die Wirkung einer Transfusion von 


! H. Franke, Klin. Wochenschr. 20, 9, 212, 1941. 
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Citratblut untersucht. Es wurde durch Transfusion von 15 cem Normal- 
kaninchencitratblut (10 mg Natrium citricum neutrale tribasisch pro 
ecm Blut) eine Normalisierung der Prothrombinzeit des Versuchstieres 
iiber 13 Tage, eine solche der Blutgerinnungszeit iiber 3 Tage erzielt 
also ein ahnliches Phinomen wie das bei Vitamin K-Injektion bei 
normaler Prothrombinzeit und verlangerter Blutgerinnungszeit. Auch 
haben wir in 3 Fallen eine nach Seegers, Warner, Brinkhous und Smith} 
hergestellte hochwertige Prothrombinlésung aus Rinderblut an Ka- 
ninchen mit verlangerter Prothrombinzeit, die sich spater als Vitamin K 
beeinfluBbar erwies, verfiittert. Bei dem groBen Fliissigkeitsbediirfnis 
der Versuchstiere wurde die Menge von 100 ccm wiasseriger Lésung 
jeweils auf einmal getrunken. Nur in einem Falle haben wir Beeinflussung 
der Prothrombinzeit gesehen, und zwar bei Verwendung von -100 ccm 
einer an Kochsalz 2 igen Prothrombinlésung. Die Wirkung diirfte 
hier dem Kochsalz zuzuschreiben sein und also ein ahnlicher Effekt 
wie der durch andere Hamostyptica erreichbare vorliegen?, der noch 
niher untersucht werden soll. 


ixperimenteller Teil. 


A. Verwendete Substanzen. 


1. Standardthrombin, hergestellt nach Dyckerhoff und Kiirten*. 

2. Prothrombin, hergestellt nach Seegers, Smith, Warner und Brinkhous *. 
3. Synkavit, Hoffmann-La Roche, Berlin*. 

4. Karan, Merck, Darmstadt *. 

5. Rinderhirn- und Menschenhirnthrombokinase, konserviert nach den 


Angaben von Dam und Glavind®. 


B. I. Verwendete Methoden. 


1. Bestimmung der Gerinnungszeit durch Recaleifizieren von 
verdiinnten Oxalatplasmen. 


Zu 100 cem physiologischer Kochsalzlésung werden 5cem 2 °,ige 
Ammoniumoxalatlésung hinzugefiigt. 7 cem dieser Lésung werden in einer 
graduierten 10 cem-Injektionsspritze aufgezogen, die man dann durch 
Venenpunktion mit 3ccm Blut auffiillt. Nach Blutentnahme muB8 sofort 
gut vermischt werden. Man zentrifugiert 10 Minuten bei 3000 Touren, 
gieBt das iiberstehende Plasma ab und zentrifugiert nochmals 15 Min 
Das so gewonnene Plasma wird bis zur Gerinnungsbestimmung in Eis- 
wasser oder im Kiihlschrank aufbewahrt und nach Moéglichkeit sofort 
bestimmt. Zur Bestimmung der Gerinnungszeit gibt man stets 2 cem 


' Seegers, Smith, Warner u. Brinkhous, J. biol. Chem. 123, 751, 1938. 
2 H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med., im Druck. 


3 Dyckerhoff u. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1938. 1 Seegers, 
Smith, Warner u. Brinkhous, J. of biol. Chem. 123, 751, 1938. 5 Dam u. 
Glavind, Acta med. Skand. 96, 108, 1938. — * Wir danken den Firmen 


Hoffmann-La Roche, Berlin, und Merck, Darmstadt, bestens fiir die Uber- 
lassung von Synkavit und Karan. 








6 H. Dyeckerhotft u. R. Marx: 


Plasma in ein kleines Reagenzglas und warmt im Thermostaten bei 37° C 
5 Minuten an. Dann fiigt man 0,2cem einer Caleiumchloridlésung, die 
3,6mg Ca-Ionen im cem enthalt, zu und stoppt die Zeit der Calcium 
mugabe. 

Das Reagenzglas belaBt man im Thermostaten bei 37°. Wenn man das 
Reagenzglas in gle:chmaBigen Abstanden schiittelt, so erkennt man den 
Gerinnungseintritt leicht an der Fibrinbildung. Die durch Calcitumoxalat 
gleichmaBig getriibte Versuchsmischung wird beim Gerinnungspunkt klar, 
weil das sich bildende Fibrin das Caleiumoxalat mitreiBt. Die Fehlergrenze 
der Methode legt bei + 5 Sekunden bei Reithenversuchen am_ selben 
Plasma. Die normale physiologische Schwankungsbreite der Gerinnungs- 
zeit fiir Kaninchenblut legt zwischen '/, und 5 Minuten, wobei beim 
normalen Kaninchen Werte iiher 3'/, Minuten als seltenere Streuwerte 
zu bezeichnen sind. 


2. Modifikation der Prothrombinzeitbestimmung nach Quick 


Die Modifikation der Originalmethode! bestand darin, da wir an 
Stelle der von Quick angegebenen Mengen von 0,1 ccm Oxalatplasma 
O,.Lcem Calciumlésung und 0,1 ccm Thrombokinaselésung zur Ge 
rinnungsbestimmung die zehnfache Menge, jeweils 1,0 cem der 3 Lé- 
sungen verwandten, so daB in einem kleinen Reagenzglas im Thermo- 
staten durch Schiitteln der Moment des Gerinnungseintritts am Klar- 
werden des Plasmas auf !/, Sekunde genau festgestellt werden konnte. 


Als Thrombokinase benutzten wir nach Dam und Glavind? hergestellte. 
in Ampullen eingefrorene Suspensionen von Rinder- und Menschenhirn 
in physiologischer Kochsalzlésung, die sich in gefrorenem Zustand iiber 
mehrere Monate in ihrer Wirksamkeit konstant erhalten. Die Thrombo 
kinase wurde zum Gebrauch im Verhaltnis 1: 10 mit destilliertem Wasse1 
verdiinnt und innerhalb der ersten 20 Minuten nach der Verdiinnung zw 
Prothrombinzeitbestimmung verwendet. Die mit dieser Methode bestimmten 
Werte sind fiir jede Thrombokinase bei den entsprechenden Tabellen an 
gegeben. 


3. Bestimmung der Gerinnungsfahigkeit cines Magnesium 
sulfatplasmas mit Standardthrombin. 


Zu 2,5 eem einer 14% igen Lésung von Magnesiumsulfat (280 ¢ MgSO4 
-7H,O im Liter) wird 7,5cem Blut aufgezogen und gut durchmischt. 
dann wird 20 Minuten bei 3000 Touren zentrifugiert und das Plasma iibe: 
den Formelementen abgegossen. Das so gewonnene Magnesiumsulfatplasma 
wird 1:10 mit Wasser verdiinnt und mit 1 und 2 mg Standardthrombin 
versetzt. Das Gesamtvolumen des Gerinnungsansatzes betragt stets 4 ecm 
Die Gerinnung erfolgt im Thermostaten bei 37°, Gestoppt wird der Moment 
der Thrombinzugabe. Normale Schwankungsbreite bei gesunden Kaninchen 
liegt fiir 1meg Standardthrombin zwischen 0,5 und 5 Minuten, fiir 2 mg 
zwischen 0,30 und 3 Minuten. 


1 A. Quick, Americ. J. Physiol. 114, 282, 1935; 128, 712, 1938s. 
2 Dam u. Glavind, |. ¢. 
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4. Mikrokjeldahlbestimmung des Fibrinogens als Fibrin 
nach Cullen und van Slyke!: modifiziert nach /. Baumann?. 

5cem des nach |. gewonnenen Plasmas wurden mit 0,5 c¢em einer 
Calciumlésung, die 3,6 mg Ca-Ionen im cem enthalt, recaleifiziert. Nach 
Eintritt der Gerinnung, die zwischen 30 Sekunden und 5 Minuten erfolgt. 
sticht man in das Gerinnsel mit einem zu einer NSpitze ausgezogenen Glasstab 
bis auf den Boden des zur Gerinnung verwendeten Reagensglases ein und 
wickelt durch langsames Drehen des Glasstabes das Fibringerinnsel fest 
um diesen auf, so daB man die Fliissigkeit aus den Maschen des Gerinnsels 
an der Reagensglaswand ausdriicken kann. Man laBt hierauf das Glas noch 
L Stunde im Thermostaten stehen, um zu kontrollieren, ob noch eine Nach- 
gerinnung eintritt. Das Fibringerinnsel wird sofort am Glasstab tiber einem 
Becherglas mit der Npritzflasche etwa 1 Minute lang durch einen schwachen 
Strahl destillierten Wassers ausgewaschen. Der Inhalt des Becherglases 
wird auf etwa abgespiilte Gerinnselteilchen gepriift. Eine Ablésung der- 
artiger Teilchen erfolgt sehr selten. Das Gerinnsel wird sodann mittels eines 
2. Glasstabes sofort vollstandig in einen Mikrokjeldahlkolben abgestreift 
und in der iiblichen Weise verascht, destilliert und titriert. Dureh Um 
rechnung der verwendeten 5 cem Plasma, die 1,5 cem Nativblut ents prechen, 
und Multiplikation der gefundenen Stickstoffmenge mit dem Faktor 5,8 
erhalt man die Fibrinmenge. 


IT. Angewandte Methodik. 


Alle Blutentnahmen erfolgten aus der Ohrvene der Kaninchen, alle 
Injektionen wurden intramuskuliér verabreicht. Bei den Versuchen 
ur Priifung der Beeinflussung verlingerter Blutgerinnungszeiten der 
Versuchskaninchen wurde die von Dyckerhof und Marx beschriebene 
Methodik? verwandt : 

Zur Ausschaltung des die Deutung der Versuchsergebnisse un- 
méglich machenden Regulationsmechanismus der _ B'utgerinnbarkeit 
durch B'utentzug wurden nach Feststellung einer verlangerten Blut- 
gerinnungszeit der durch doppelte Choledochusunterbindung operierten 
Tiere die Versuchstiere mindestens 2 bis 3 Tage bei normaler Fiitterune 
vollig unberiithrt gelassen. Nach diesem Zeitraum, wie eine grébere Ver- 
suchsreihe gezeigt hatte, erreichte die B'utgerinnungszeit der ope- 
rierten Tiere wieder ungefihr die Ausgangsb!utgerinnungszeit verlange- 
rung, wenn ein zu grober Blutentzug vermieden wurde. Die Pro- 
thrombinzeit war bei dreimaliger Entnahme durch den B'utentzug in 
den fiir die Bestimmung notwendigen Mengen nicht beeinfluBt worden 
Nach Ablauf dieser zur Restitution des verlingerten Ausgangsblut - 
gerinnungswertes bei Verwendung des Versuchstieres Kaninchen not- 
wendigen Latenzzeit wurde die zu priifende Substanz (Vitamin K) 
intramuskular injiziert und im gewiinschten Zeitabstand dann aus der 

' BE. Wohlisch, Ergeb. d. Physiol. Biol. Chem. u. exper. Pharm. 43, 269. 


* I. Baumann, Zeitschr. ft. exper. Med. 68, 707, 1929. ' H. Dycker- 
hoff u. R. Marx, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. (im Druck). 





S H. Dyckerhoft u. RK. Marx: 
hyperamisierten Ohrvene mit peinlich sauberer mit Oxalatlésung durch- 
spiilter Nadel das Blut in die in der Spritze befindliche Oxalatvorlage 
ziigig entnommen. 
CU. Versuchsergebnisse. 
Tabelle 1. Magnesiumsulfatplasmagerinnungszeiten von normalen 
Kaninchen mit Standardthrombin in Minuten. 











Tier Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 
1 mg Standardthrombin ..... 2,50 | 2,55 | 3,20 | 2,40 | 3,55 | 3,05 | 0,55 | 3,25 
2 mg Standardthrombin .. . 1,55 | 2,10 ; 2,05 | 1,26 | 2,35 | 2,15 | 0,40 | 2,00 
Tier Nr.: 9 10 11 12 14 15 
1 mg Standardthrombin ..... 2,35 | 2,35 | 3,20 | 2,50 | 4,80 | 3,20 | 3,05 
2mg Standardthrombin ..... 1,30 1,05 | 1,40 | 1,20 ; 2,10 | 3,00 | 2,50 


Fiir das normale Kaninchen liegt die Gerinnungszeit des Magnesium. 
sulfatplasmas mit dem von uns verwandten Standardthrombin also fiir 





1 mg zwischen den Grenzwerten 55 Sek. und 4 Min. 30 Sek., fiir 2 mg 


zwischen 40 Sek. 
Tabelle IT. 


und 3 Min. 


Verhaltnis von Plasmagerinnungszeit mit Thrombin. 
= 


Blutgerinnungszeit 


und Prothrombinzeit 


nach 


verschluB (Kaninchen). 


Choledochus- 





Alter 

nach der 
Operation 
in Tagen 

2 

2 

9 

9 

9 

19 


2 St ee ee WR ICI 


“aD 


LO 
16 
16 
14 
19 


Bemerkung 


1. Entnahme 


2. Entnahme | 


Blut- 


gerinnungszeit 


in Minuten 


1.25 
3,45 
7,15 
17,30 
7,25 
7,10 
5,00 
3,00 
4,00 
5,30 
10,10 
1,20 
2,40 
9,10 
0,60 
3,70 
2,00 
1.80 
0,90 
3.50 
1,00 
5,40 
6,30 
12,40 
6,30 
») 97 


3.90 


Plasmagerinnungszeit 
in Minuten mit 


1 mg Thrombin | 2 mg Thrombin 


1,40 
2,15 
2,40 
2.00 
3.20 
3,30 
9,50 
9,95 
5.05 
9,00 
5,35 
3,20 
2,50 
2.35 


2,35 


—st 


2,15 





16,00 
15,00 
7.00 
3,45 
4,30 


2.50 
3,10 
4,30 
3,00 
4,50 
6,30 
5,45 
6.00 
20,00 
14,00 
10,00 
1,50 
1,45 
2,05 
1,40 
1,30 
1,40 
?,00 
1,55 
1,55 
2,05 
2,00 
5,40 
5,20 
4,20 
2.05 
200 


Prothrombinzeit 
_ in Minuten 


normal 
verlangert 
normal 
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Kine Verlangerung der Plasmagerinnungszeit mit der angewandten 
Methode wurde friithestens 10 Tage nach der Operation beobachtet. 
Es ergibt sich keine sichere Parallelitaét von Plasmagerinnungszeit mit 
Thrombin, Blutgerinnungszeit und Prothrombinzeit. Es gibt hohe 
Gerinnungszeitwerte bei normaler Plasmagerinnungszeit mit Thrombin 
und umgekehrt. Dasselbe gilt fiir das Verhaltnis Prothrombin- 
zeit /Plasmagerinnungszeit mit Thrombin. 


Tabelle 111. Fibrinogenspiegel von normalen Kaninchen. 





Kaninchen Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


Fibrinogen 
in g%.... (0,271 0,207 0,368 0,310 0,397 0,340 0,301 0,292 0.270 0,271 


Die Fibrinogenwerte von Normalkaninchen lagen zwischen 0,2 


Oo 
und 0.42%. 
Tabelle IV. Fibrinogenspiegel nach CholedochusversehluB im 

Verhaltnis zur Blutgerinnungszeit (Kaninchen). 





Alter nach der Dewmeskune Fibrinogen Blutyrinnungszeit 
Operation in Tagen in g% in Minuten 

2 0.162 3.20 

2 (),262 2,40) 

| Q,228 3.15 

4 0,318 (15 

9 0,346 7,15 

4 0,238 16,30 

10 | 1. Entnahme O195 7,30 

| 5. Entnabme 0,238 O15 

11 | 1. Entnahme 0,217 11,30 

\ 2. Entnahme 1,260 2,45 

25 0.145 &,.20 


In einzelnen Fallen, ohne feste Beziehung zur Dauer des Chole- 
dochusverschlusses, findet sich eine Erniedrigung des Fibrinogenspiegels 
ohne Parallelitit zur Blutgerinnungszeit. Durch mehrfache Blut- 
entnahme steigt der Fibrinogenspiegel, wie wir schon beschrieben haben !. 
wahrend die Blutgerinnungszeit kiirzer wird. 


Durch Vitamin K-Praparate werden die verlangerten Plasma- 
verinnungszeiten von cholimischen Kaninchen normalisiert. Durch 
Sauden, Hepatopson, sowie defibriniertes Kaninchenblut konnte dies 
bei cholamischen Kaninchen nicht erreicht werden. Uber die BeeinfluB- 
barkeit (Verkiirzung) der verlingerten Plasmagerinnungszeit mit 


' H. Dyckerhoff, R. Marx u. G. Sattler, Zeitschr. f. exper. Med. (im 
Druck): H. Dyckerhoff u. R. Marx, ebenda (im Druck). 
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Tabelle V. BeeinfluBbarkeit der Plasmagerinnungszeit mit 
Thrombin nach CholedochusverschluB durch intramuskular: 
Injektion (Kaninchen). 





Alter Zeit Blut- Plasma- 
nach der Ge- gerin- Fibri- gerinnungszeit 
Nr. der Ope- Art rinvungs- nungs- nogen mit 
— der Injektion ——— zeit in in 2% Lig 2 mg 
aaa Injektion Minuten Thrombin 
I 14 6.45 5.20 © 19,00 
| 14 2 Amp. Synkavit 3 Std. 6.30 2 05 5.00 
I 17 3 Tage S20 0.161 210 3.30 
1} 16 12,40 5,20) 15,00 
1] 17 3 Amp. Karan 1 Tag 2,55 2,00 25h 
Lil 23 GOD 5.40 . 17,00 
HI 2h ! Amp. Hepatopson 2 Std. £0 4.10 20,00 
I] 27 5,20 | 0,208 , 4,15 | 14,00 
Hi 29 3 Amp. Karan ” Tage 1,65 0,216 | 1,00 2,05 
Til 35 P10 
IV 12 foem Clauden 3 Std. O30 6.30 11.10 
IV 13 ss | Tag 6,00 9,20) 
V 16 teem defibr. 3 Std. 1.20 $.20) 645 
V 1s Kaninchenblut 2 Tage 3.50 {55 





Thrombin durch Blutentnahme allein haben wir an anderer Stelle im 
Zusammenhang berichtet!. 


Kiir die Bestimmung der Prothrombinzeiten, wie sie in Tabelle VI 
aufgefiihrt sind, wurde eingefrorene Rinderhirnthrombokinase nach 
Dam und Glavind benutzt: die Norma!werte lagen dabei fiir 1 cem 
Normalkaninchenp!asma zwischen 10 und 13 Sek., fiir 0,1 cem Plasma 
bis zu 20 Sek. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, wurde auch durch 
héhere Dosen Vitamin K nur bei einem Teil der Falle und bei diesen 
auch wieder teilweise nur fiir 1 bis 2 Tage die verlingerte B'utgerinnungs 
zeit normalisiert. Dies fand sich auch in Fallen, bei denen vor und nach 
der Vitamin K-Injektion eine in den Grenzen physiologischer Schwan 
kungsbreite liegende normale Prothrombinzeit, einmal sogar in einem 
Falle, in dem die verlangerte Prothrombinzeit durch Vitamin K normali 
siert worden war. 


In Tabelle VIL ist eine Reihe von beobachteten Fallen von normale) 
Prothrombinzeit bei verlingerter Blutgerinnungszeit, die wie di: 
Tabelle zeigt, sich auf verschiedene Stadien des Choledochusversehlusse- 
verteilen, aufgefiihrt. Fiir Menschenhirnthrombokinase eingefrore: 
nach Dam und Glavind lagen die jeweils an einer gréBeren Zahl von 
normalen Kaninchen ermittelten Normalwerte fiir | cem Plasma zwischen 
11 und 16 Sek.. fiir 0.1 cem Plasma zwischen 19 und 24 Sek. Fiir Rinder- 


' H. Dycke rhoff u. R. Marx, Zeitschr, t. exper. Med. (im Druck). 
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handenen Problematik es berechtigt ist, aus der Bestimmung der 

Prothrombinzeit die Prothrombinmenge in Prozent zu errechnen bzw 

Blutgerinnungszeit und Prothrombinzeit als Synonyma aufzufiihren. 

Tabelle VII. Falle von normaler Prothrombinzeit bei verlangerter 
Blutgerinnungszeit (Kaninchen). 








Alter 
nach der 
| Operation 


Blut- 


Prothrombinzeit in Sekunden 
mit cem Plasma 


gerinnungszeit 
in Minuten 


Art 
der Thrombokinase 


in Tagen 1,0 0,5 0,25 0,1 
5 8,20 11,0 | 12,6 |} 16,0 |: 28,0 Menschenhirn 
| 15 12,10 15,0 13,5 14,5 19,5 ‘i 
| 2 6,05 £55 | 11,6.) 14,0. | 21,0 Rinderhirn 
i 25 6.40 12.0 13.0 15,0 21.0 
33 7,00 11,0 | 12,0 } 14,0-|.20,0 
9 9,10 11,5 12,0 12,0 14.5 RS 
| 10 18,20 11,5 12,0 13,0 | 20,0 
3h 9,30 10,5 , 11,5 13,0 20,0 
43 5,45 11,5 11,5 13,5 19,0 
19 11,30 12,56 | 12.6 | 14,5 | 20,0 
1d 10,20 12,0 12,5 14.5 | 20.0 


Tabelle VIII. 


Ubersichtstabelle iiber mégliche Effekte von kom- 
binierten Alterationen im Blutgerinnungssystem. 











Thrombin- Prothrombin- Pro- Blut- | Thrombo- In Frage 
| Nr. menge Umwandlungs- thrombin- | gerinnungs- kinase- kommender 
zeit zeit zeit aktivitit Zustand 
| 
| l normal normal normal normal normal norm. Zustand 
2 ver- 5 ver- ver- ne Obstruktions- 
mindert langert langert ikterus, Neu- 
geborene. 
3 4 ¥s 3 normal § vermehit | Obstruktions- 
ikterus nach 
AderlaB beim 
Kaninchen. 
4 ‘ 3 . ver- vermindert Teil d. Falle beim 
langert Obstruktions- 
ikterus. 
h be- normal A normal dasselbe 
schleunigt 
6 ‘ * normal vermehrt  Obstruktions- 
ikterus nach 
Hamostyptica. 
| 7 = 3 mA ver- vermindert Obstruktions- 
langert ikterus, Neu 
geborene. 
8 ‘a ver- ver- “ normal | Obstruktions- 
lAngert langert ikterus. 
v ’s Re 5 normal | vermehrt ? 
| 10 = se ver- vermindert ? 
| langert 
11 normal normal normal normal | vermehrt  zuweilen Hamo- 
philie nach 
Blutung. 
12 ; ‘ ‘ ver- vermindert | Hamophilie 


langert 
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Tabelle VILL (Fortsetzung). 





Thrombin- Prothrombin- Pro- 
Nr. menge umwandlungs- — thrombin- 
zeit zeit 

13. normal be- be- 
schleunigt schleunigt 

14 ‘a “a Be 

15 jo ys = 

16 ver- = ” 

mehrt 

17 i a 

18 re me a 

19 if normal ae 

20 ms me o 

21 a os 


Tabelle [X. Wirkung einer Citr 


Blutgerinnungs- 


Blut- Thrombo- In Frage 
gerinnungs- kinase- kommender 
zeit aktivitat Zustand 
normal normal Schwangerschaft. 
ee vermindert ? 
i vermehrt ? 
normal Schwangerschaft. 
i vermehrt ? 
ve vermindert ? 
*s normal ’ 
m vermehrt ? 
re vermindert ? 


atbluttransfusion bei verlangerter 
und Prothrombinzeit. 





Vor der Transfusion 


Nach der Transfusion 





von 15cem Blut normaler Kaninchen mit 10mg Na-citr. neutr. tribas. pro cem 


Prothrombinzeit 


Alter 


Blut- eee Alter a Blut- 

: in Sekunden act nach : . 
gerinnungs- a Stet nach Traus- gerinnungs- 

zeit mit ccm Plasma || Qperation ie wd zeit 


in Minuten 79) 0,5 | 0,25 | 0,1 


in Tagen 


in Tagen |” Minuten 


41 14| 15,5 | 21,5! 44 46 1 -- 
49 4 11,30 
50 d 6,30 
59 14 


Prothrombinzeit 
in Sekunden 
mit cem Plasma 


10 , 0,5 | 0,25 | 0,1 
2 Tag 12 15 
2,5 12,5! 14,5 | 20 
i 13,6 | 15,5 | 21 
2.5 13.5 16 %) 


Wie aus der Tabelle LX hervorgeht, war die Wirkung der Trans- 


fusion auf die Prothrombinzeit von langerer Dauer als diejenige auf clie 


Gerinnungszeit. 


Tabelle X. Wirkung von Prothrombintiitterung auf Prothrombin- 
und Blutgerinnungszeiten cholamischer Kaninchen. 





1 Tag vor der Fiitterung 


1 Tag nach der Fiitterung 


Art der Fitterung 


Blut- 
gerinnungszeit 
in Minuten 


Kaninchen I 


Bi =. a 
Cs. 35 Prothrombinzeit 
S52)\ 2% in Sekunden 
285 SEE mit cem Plasma 
2g. | Ace 
so=| ES |——_— ; 
=a na 1,0 0,5 | 0,25) 0,1 
31 15,5} 17 | 22 36,5 


100 cem 
Prothrombinlsg. | 
entspr. 70 mg 
Trockensubstanz 
angesetzt mit 
2g NaCl 


Prothrombinzeit 
in Sekunden 
mit ecem Plasma 


te 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





1 Tag vor der Fiitterung 


1 Tag nach der Fiitterung 





- a — | 
3 BE Prothrombinzeit Se | Prothrombinzeit 
= Lae in Sekunden a5 in Sekunden 
g 2 e5 mit cem Plasma Art der Fiitterung s zs mit cem Plasma 
Bi mt ps REM 
= S~ 1,0! 0,5 | 0,25) 0,1 S| 10 0,5 0,25 0,1 
37 > 30 / 18.5 21 24 39 25 com 
Prothrombinisg. 11 
auf 100 cem mit 
Leitungswasser 
aufgefiillt, entspr. 
100 mg Trocken- 
substanz 300 | 25 |29,5 40 82 
Kaninchen II 
18 9,20 || 14,6; 18 | 23 | 29 25 ccm 
Prothrombinlsg. UT 
auf 100 cem mit 
Leitungswasser 
aufgefiillt entspr. 
100 mg Trocken- 
substanz 7,20 | 16 | 18 | 21,5) 30 


Die fiir die Bestimmung der Prothrombinzeiten der Tabelle X 
benutzte Rinderhirnthrombckinase hatte dieselben Nullwerte wie zu 
Tabelle VI und VII beschrieben. Aus Tabelle X geht hervor, dai 
Prothrombinverfiitterung in der angegebenen Menge die verlangerte 
Prothrombinzeit und Blutgerinnungszeit von cholimischen Kaninchen 
nicht deutbar beeinfluBt. 


Zusammenfassung. 


1. Es gibt bei VerschluBikterus normale Prothrombinzeiten bei 
verlingerten Blutgerinnungszeiten, neben verlangerter Prothrombinzeit 
bei verlingerter Blutgerinnungszeit. Es kann also prinzipiell bei Ver- 
schluBikterus aus einer in den Grenzen physiologischer Schwankungs- 
breite liegenden Prothrombinzeit nicht immer ohne weiteres auf normale 
Verhiltnisse des gesamten Blutgerinnungssystems geschlossen werden 

2. Die verlingerten Blutgerinnungszeiten bei normalen  Pro- 
thrombinzeiten bei VerschluBikterus werden von Vitamin K-Injektionen 
vroBenteils nur voriibergehend normalisiert. Die sich aus diesen Fest- 
stellungen ergebenden Fragestellungen zur Wirkungsweise von Vitamin. 
K-Praparaten und zur Natur der hamorrhagischen Diathese bei Cholamic 
werden diskutiert. 

3. Prothrombinfiitterung beeinfluBt die verlangerte Prothrombin- 
zeit von Kaninchen mit Occlusionsikterus nicht deutbar. 
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Uber den kolloid-osmotischen Deuck 
des Depotserums der Milz. 
Von 
L. Goreezky und F. Héthelyi. 
(Aus dem Institut fiir allgzemeine Pathologie und Bakteriologie de: 
Universitat im Budapest.) 
(Eingegangen am 23. September 1941.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Arbeiten von Barcroft, Scheunert, Krzywanck, Binet, Ludany 
sowie anderen zeigten, dai die Milz einen der wichtigsten Blutspeicher 
des Organismus darstellt. Im Laufe der beziiglich der chemischen Zu- 
sammensetzung des in den Sinussen der Milz stagnierenden und aus 
der Zirkulation ausgeschalteten Blutes durchgefiihrten Untersuchungen 
konnten Goreezky und Luddiny, sowie Luddny und Sdrfy nachweisen. 
daB sowohl der organische als der Minera!stoffgehalt desselben von dem 
des peripherischen Blutes abweicht. Bei der Untersuchung der Mineral- 
bestandteile stellten Ludany und Sdrjy fest, daB der Magnesium- und 
Kisengehalt héher ist. Goreczky und Luddny konnten eine Zunahme der 
Phosphor- und Kaliummenge beobachten. Beziiglich der stickstoff- 
haltigen Steffe fanden Ludany und Sérfy, daB Harnstoff, Harnsaure 
und Kreatinin im Depotserum in gréBerer Menge vorhanden sind, 
wahrend die Untersuchungen von Goreczky und Ludany auch Ver- 
mehrung des Rest-N und GesamteiweiB-N nachweisen konnten. Von 
den EiweiSfraktionen waren Albumin-N sowie Euglobulin-N  héher, 
wihrend das Pseudoglobulin-N verringert war. Der Abwehrstoffgehalt 
des Milzdepotserums ist ebenfalls héher als der des peripherischen 
Blutserums. Alle diese Umstainde wiesen darauf hin, daB das Innen 
milieu der Milz von dem durch das peripherische Blut geschaffenen 
Milieu wesentlich abweicht. 

Untersuchen wir die bei den Eiwei®kérpern beobachteten Ab- 
weichungen vom Gesichtspunkt der Funktion aus, so fallt der Reichtum 
des Depotserums an EiweiBkérpern bzw. Albuminen ins Auge, was 
auf Grund der kolloidalen Eigenschaften dieser Stoffe darauf schlieBen 
laBt, daB der kolloidosmotische Druck (KOD.) des Serums des das 
Innenmilieu der Milz bildenden Depotblutes héher sein muB als der 
des Serums des peripherischen Blutes. Im Laufe friiherer Forschungen 
stellte Wells eine Formel auf, mit deren Hilfe man bei Kenatnis der 
KiweiBfraktionen den kolloidosmotischen Druck bestimmen konnte 
Diese wurde spiter durch Podhradszky modifiziert, der die Forme! 
folgenderweise aufschrieb: 


KOD. C (21,1 4- 5,2 - A). 
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( bedeutet die GesamteiweiBkonzentration und A die Albuminkonzen- 
tration in g®,. Auf Grund der friiheren Angaben haben wir den kolloid- 
osmotischen Druck des peripherischen und Depotserums mit Hilfe 
dieser Formel ausgerechnet und fanden folgende Werte: 


Peripherisches Blutserum 252 mm H,0O, 
Milzdepotserum ........ 303 mm H,0O. 


Die Differenz betragt 51mm, welchen Wert wir auf Grund des aus 
mehreren Versuchen berechneten Mittelwertes gewonnen haben. Da 
es die Berechnungen zweifellos erscheinen lieBen, daB der KOD. des 
Milzblutes héher ist, fiihrten wir zwecks Bestatigung der durch die 
erwihnte Formel gewonnenen Angaben auf experimenteller Grundlage 
Versuche durch. 


Die Versuche wurden an Hunden in Pernoctonnarkose durchgefiihrt. 
Die Bauchhéhle wurde in der Linea alba ge6ffnet, die Milz herausgehoben 
und am Hilus sofort abgebunden. Nach der Abbindung wurde in die Vene 
eine Kaniile eingefiihrt und sodann die Milz durch elektrische Reizung 
der Nerven zur Kontraktion gebracht, um das in den Depots vorhandene 
Blut herauszupressen. Dann wurde aus der Vena femoralis durch Punktion 
Blut entnommen, welches mit dem aus der Milz gewonnenen Serum ver- 
glichen wurde. Das Blut wurde nach der Gerinnung zentrifugiert und im 
Serum der KOD. mit dem Krogh I[]-Apparat bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in der Tabelle I dargestellt. 


Tabelle LI. 





Kolloiddruck des Kolloiddruck des 





, : ar Eos gE Be . : Ditferenz Milzserums nack 
Versuch peripheren Serums Depotserums der Milz in eats H,0 Seeabouhinnene 
: 4 * inmm H,0O 
Nr. in mm H,O 5 

] 202,0 283,0 81,0 

2 200,0 248,5 48,5 

3 235,0 255,0 19.0 

4 219,5 242,5 23,0 

5 213,5 232,8 19,3 

6 241,2 287.5 46,2 

7 241.6 286,6 45,0 235,7 

8 227.0 262,2 25,2 232,65 

9 222.6 268,0 45,5 222,4 
Mittel: 222.5 261,7 8. D 6,57 


‘Mp M M 


Nach den Angaben der Tabelle schwankt der KOD. des Milz- 
depotserums zwischen 232 und 287 mm H,O, wihrend der KOD. des 
peripherischen Blutes zwischen 200 und 241 mm H,O liegt. Die Differenz 
zwischen dem Milzb’ut und dem peripherischen B’ut ergibt im Mittel- 
wert 39mm H,O. Diese Angaben bestatigen, daB das Innenmilieu dex 
Milz von dem durch das peripherische Blut geschaffenen Milieu wesentlich 
abweicht. 

Auf Grund der Literaturangaben ist zweifellos, daB die zwischen 
dem osmotischen Druck der beiden Sera bestehende Differenz sich aus 
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der Abweichung in den EiweiBkérpern ergibt. Zwecks Bestatigung 
dieser Annahme fiihrten wir einige Versuche durch, webei wir gleich- 
zeitig mit dem KOD. auch die EiweiBfraktionen bestimmten und so 
mit den durch die oben erwahnte Berechnung ermittelten Werten ver- 
slichen, Nach Tabelle IL stimmen die Differenzen zwischen dem Milz- 
depotserum und dem peripheren Blutserum in bezug anf die Eiweib- 
fraktionen und den KOD. mit den oben erwahnten Differenzen iiberein. 
Unsere friiheren Untersuchungen zeigten, daB ein U'nterschied aus- 
schlieBlich zwischen dem in der Milz staqgnierenden Depotblut und dem 
zirkulierenden pheripheren Blut besteht. Um dies zu bestatigen, fiihrten 
wir Versuche auch im Zusammenhang mit dem KOD. durch und priiften 
denselben im Serum nach mehrmaliger Blutdurchstr€mung der Milz. 

Bei Hunden wurde in Pernoctonnarkose auf die geschilderte Weise 
die Milz freigelegt und durch elektrische Reizung zur Kontraktion gebracht. 
Scdann wuide sie in die Bauchhéhle zuriickgelegt und 5—10 Minuten 
yewartet, bis sie sich wieder fiillte. Dieses Verfahren wurde einige Male 
wiederholt, sodann wuide in die Vene eine Kaniile eingefiihrt, die Milz 
durch wiederum elektrische Reizung zur Kontraktion gebracht und das auf 
dieselbe Weise gewonnene Blut zu den Versuchen verwendet. Zum Vergleich 
diente das aus der Vena femoralis entnommene periphere Blut. Die Ver- 
suchsergebnisse sind in der Tabelle | dargestellt. Demnach zeigt das durch 
die Milz gestr6mte Blut im Vergleich mit dem peripherisch zirkiulierenden 
Blut keine Abweichung. 

Tabelle UU. 





Gesamt- Giobu-) \Ibu- | Berech- Gemes- Gesamt- Globu- Albu- Berech-  Gemes- 
A eiweiB-| lin-  min- — Peter _sener eiweiB-  lin- | min- ne*er sener 
Ver- a es KOD. in KOD. in KOD. in KOD. in 
such Gehalt in ¢% mm H,O mm H,0 Gehalt in 2% mm H,0 mm HO 
Nr. des Depotserums der Milz des peripheren Serums 
1 6,22 2,59 | 3,73 273 207 6,13 2,61 | 3,52 252 166 
2 7,08 | 2,79 | 4,29 30 329 5,89 | 2,16 | 3,73 255 249 
3 6,99 2.50: 4,49 310 282 6.85 2,69 4,16 292 258 


Bei graphischer Darstellung der Mittelwerte ergibt sich folgendes 
Bild: Zwischen den aus den friiheren Bestimmungen durch Berechnung 
mit Hilfe der Formel gewonnenen KOD.-Mittelwerten (Abb. 1, Ko- 
lumne I) und dem Mittelwert der experimentell bestimmten KOD. 
Werte (Abb. 1, Kolumne IT) zeigt sich eine Differenz. Dieselbe er 
hielten wir auch dann, wenn mit den EiweiBbestimmungen die KOD. 
Bestimmung parallel vorgenommen wurde (Abb. 1, Kolumne III). Dies 
laBt darauf schlieBen, daB wir mit Hilfe der Formel den absoluten 
Wert des KOD. nicht genau erhalten: zur Bestimmung relativer Ver- 
haltnisse ist diese jedoch geeignet. 


Vergleichen wir nun das in der Milz beobachtete héhere Eiweib- 
bzw. Albuminniveau bzw. den damit in Zusammenhang stehenden 
KOD. mit den Literaturangaben, so sehen wir bestatigt, daB in dem 


» 
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18 L. Goreezky u. F. Héthelyi: Kolloid-osmotiseher Druck usw. 


Wasserhaushalt auch die Milz eine gewisse Rolle spielt. Von diesem 
Gesichtspunkt ist die Feststellung von Fukuhara erwaihnenswert, daB 
beim milzlosen Kaninchen die nach Ausfiihrung der Plasmaphiresis 
einsetzende Wiederherstellung des KOD. verzégert wird. 


mm H 2 0 
400 G Miz Depotserum 
O peripheres Serum 


| 
0) Mileserum nach Depotenteerung Abb. 1. 
300} a i I. Aus friiheren EiweiSfraktions- 
bestimmungen durch Berech- 
so s nA nung gewonnener Mittelwert 
ea 1 . . des KOD. 
200 {1. Auf Grund von Versuchen be- 


| N stimmter Mittelwert des KOD. 
| . Itt. Auf Grund von Versuchen aus 
EiweiBbestimmungen _ berech- 
200, & \ | S neter (a) und bestimmter (b) 
. q | . Mittelwert des KOD. 
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Zahlreiche Autoren untersuchten nach der Milzexstirpation den 
Wasserhaushalt des Organismus und kamen zu der einheitlichen Fest- 
stellung, da nach derselben die Entleerung des eingefiihrten Wassers 
beschleunigt wird (Paton, Marcantonio und Montemartini, Takahashi und 
Danoff, Hauri, Asher und Dietiker). Nach den Untersuchungen von 
Dresel und Leitner folgert man daraus, da®B in Zusammenhang mit der 
Wasserzufuhr die Milz ihr Blutzellendepot entleert und dadurch sich 
gegen die Verdiinnung des Blutes wehrt. Bei Entfernung der Milz 
nimmt der Wassergehalt des Plasmas zu und das Blut wird verdiinnt. 
demzufolge gesteigerte Diurese beobachtet werden kann. Die wichtig- 
sten Bestandteile sind dabei die EiweiS$kérper, die kraft ihrer all- 
gemeinbekannten Wasserbindungsfahigkeit im Wasserhaushalt des 
Organismus eine hervorragende Rolle spielen. 


Zusammenfassung. 

In Fortsetzung friiherer Untersuchungen priiften Verfasser den 
kolloidosmotischen Druck (KOD.) des das Innenmilieu der Milz 
bildenden Depotserums. Der KOD. des Depotserums wurde héher 
befunden als der des peripheren Serums. Die Differenz betragt etwa 
40 mm H,0. 

Literatur. 

Bennhold-K ylin-Rusznyak, Die EiweiBkorper des Blutplasmas. Stein- 
kopff 1938. — Dreselu. Leitner, Klin. Wochenschr. 1928, 1362. — Fukuhara, 
The Tohoku J. of exper. Med. 30, 516, 1937. — Goreczky u. Ludany, Zeitschr. 
f. d. ges. exper. Med. 101, 187, 1937. — Dieselben, diese Zeitschr. 294, 104, 
1937. — Dieselben, Zeitschr. f. Immunforsch. 94, 45, 1938. — Dieselben. 
Klin. Wochenschr. 1988, 8S. 1444. — Lauda, Physiologie der Milz. Urban u. 
Schwarzenberg 1933. — Luddny u. Sarfy, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 
108, 223, 1940. 
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Die Wirkung von Paraaminobenzolsulfamid 
auf den Bacterienstoffwechsel. 
Von 
A. Hlényi. 
(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Bakteriologie der kénigl. 
ung. Pazmany Péter-Universitat, Budapest.) 


(Eingegangen am 16, Oktober 1941.) 


Nach der bedeutenden Entdeckung von Domagk (1), die zur Er- 
kenntnis der Heilwitrkung der Sulfamidgruppe fiihrte, begannen zahl- 
reiche Forscher auf diesem Gebiete zu experimentieren. Nach den 
gleichsinnigen Feststellungen dieser Autoren scheint die klinische 
Verwendbarkeit der Sultamidgruppe bestatigt zu sein. Der Wirkungs- 
mechanismus des Mittels ist noch unbekannt. In dieser Beziehung sind 
die Versuche von Demagk (2) bemerkenswert, nach welchen auf Wirkung 
von Prontosil Degenerationsformen der Kokken erscheinen. Diese 
Erscheinung kann sowohl in vivo als in vitro beobachtet werden. Eben- 
falls durch Domagk wurde in Tierexperimenten nachgewiesen, daB die 
Schutzkrafte des Organismus (Phagocytose) nach Prontosilverab- 
reichung leichter zugrunde gehen. Dafiir spricht auch die Beobachtung 
von Biirgers (3), der fand, daB auf Wirkung des Prontosils die Farbbar- 
keit der Streptokokken gegeniiber Kristallviolett veraindert wurde. 
Levaditi und Vaisman (4) stellten fest, daB die Kapselbildung der 
Kokken darunter leidet und die durch die Bacterien erzeugten Gifte 
Hamolysin und Leukozidin gebunden werden. Dies wurde auch durch 
den Befund von Meyer (5) gestiitzt, daB auf Wirkung des Sulfamids 
die Toxinbi!dung verringert wird. Schlossberger und Bédr (6) sind auf 
Grund von Tierexperimenten der Meinung, daB die Praparate einen 
direkten EinfluB auf die Krankheitserreger ausiiben, und zwar wirken 
sie entwicklungshemmend. Nach Biirgers (7) besteht die Wirkung in 
der Hemmung der Bacterienentwicklung und Dekapsulation derselben. 
welche die Krankheitserreger fiir Phagocytose besser geeignet macht. 
Nach Barron und Jacobs (8) wird bei einer Sulfamidkonzentration von 
),2% die Glykoseoxydation des Streptococcus hamolyticus in geringem 
Grade herabgesetzt. Das Problem wird jedoch noch nicht als ab- 
geschlossen betrachtet. 


In Kenntnis dieser Literaturangaben dachte ich daran, die Wirkung 
der Sulfamidpraiparate auf den Sauerstoffverbrauch der Bacterien- 
kulturen zu untersuchen. Als Sulfamidpraparat benutzte ich Para- 
aminobenzolsulfamid. Die Versuche wurden mit dem Bacterienstoff- 
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20 A. [llényi: 


wechsel-Apparat nach /llényi (9) durchgefiihrt, tiir welchen ich den fin 
kleine Tiere konstruierten Stoffwechselapparat nach Beldk und 
Iilényi (10) umanderte. Zu den Versuchen wurde zunachst B. Prodi 
viosus, spiter Staphylococcus aureus verwendet. Zum Nahrbodenagar 
wurde 0,1°%, Paraaminobenzolsulfamid hinzugeftigt. Nach Beimpfung 
der Nahrbéden wurde der Sauerstoffverbrauch der Kulturen gepriift 
\ls Kontroile diente ein gew6hnlicher Agarnihrboden. Der O,-Ver 
brauch wurde an 24stiindigen Kulturen bei 379 C untersucht (Tabelle T) 


Tabelle I. 





O,1 %iger 


Versuchs- Agar i at 7 _ 
Nr O. ccm Rel. Triibung Sulfamidagar Rel. Triibung 

O,eem 

191 21,84 7143 13,98 11 100 

191 21,27 7692 17,63 10 000 

191 21,82 9524 17,31 10 000 

11 20,87 8333 14,71 10 550 
187 14,79 7.12 
187 13.03 10,25 
176 10,67 2,05 
176 13,92 3,99 
174 18,08 1.34 
174 17,26 10.14 
174 15,00 9,26 
174 13,22 12,33 
M,= 1€,81 M, 10,26 
o L 3,775 o = +4,89 

P. BE. 0,763 P.E. = 0,9945 
K 5,19; M,—M, 63% 
M, = Mittelwert, « = Streuung, P. E. = wahrscheinlicher Fehler des 


Mittelwertes, K = signifikante Differenz. 


Wie aus der Tabelle [ ersichtlich ist, betragt der Mittelwert der 
auf gewéhnlichem Agarnihrboden verbrauchten O,-Menge 16,81 ccm, 
auf Sulfamid-Agarnihrbeden 10,26ccm, was einer Stoffwechsel- 
verringerung von 63% entspricht. 

Die folgenden Versuche wurden mit Pferdeb!utagar durchgefiihrt. 
In der ersten Serie wurde 15° iger Pferdeb’utagar verwendet, in der 
zweiten fiigten wir zu dem Pferdeblutagar noch 0,1°% Sulfamid hinzu 
(Tabelle TI). 

Wie die Tabelle IT zeigt, war der Mitte!wert der auf Pferdeblutagar 
verbrauchten O,-Menge 30,69 ccm, auf Sulfamidnahrbcden 9,16 cem. 
was einer 235% igen Verringerung entspricht. 

In den weiteren Versuchen wurde menschliches EiweiB enthaltender 
Nahrbeden benutzt. Zu diesem Zwecke wurde 15%iger Ascitesagar 
hereitet und mit diesem Nahrbeden wurden parallel Versuche teils 
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Wirkung von Paraeminobenzolsulfamid auf den Bacterienstoffwechsei 


ohne Sulfamid, tei!s mit 0.1° Sulfamid mit B. 


gefiihrt (Tabelle LIT). 


Wie aus der Tabelle ITT hervorgeht, entspricht dem O,-Mittelwert 
von 15,61 cem ein Sulfamid-O.-Wert von 8.47 ccm. was eine $4°%ige 


Verringerung bedeutet. 
Nach den Versuchen 

mit B. Prodigiosus wurde 

untersucht, ob die bereits 


Tabelle Il. 


Prodigiosus durch 





Versuchs- 


Pferdeblutagar 


Pferdeblutagar 
mit O,1 °oigem 





: Nr. Os ee Sulfamid 
festgestellte Stoffwechsel- — > gee 
verminderung auch bei 
anderen Bacterienarten 190 28,44 9,12 
Pe : 190 32,63 13,15 
nachgewiesen werden 190 34,4 5 6 
kann. Lm folgenden wurde 190 29.65 a4 9 
S . ’ 
in dieser Richtung Sta- 189 6,45 
a a 189 9,45 
phylococeus aureus ge- 169 30,82 10,70 
yriift (Tabelle TV). 184 28,33 8,73 
} ( 
Die Tabelle LV weist M, 30,69 M, = 9,16 
- ‘ 1919 9 
auf gewéhnlichem Agar- p mt = ye p ms sb ae 
o . y ft sOtte a vr Wt 
nahrbeden einen O.-Wert “ae M “ ies 
a x . 25,25; i M, 2356 © 
von 8,82 cem aus und auf ! ’ 0 
a Tahr 
sulfamidhaltigem Nahr Tabelle IIL. 
boden einen Os-Wert von 
6,93 com, was einer Ver- Ascitesagar 
, Versuchis- Ascitesagar mit 0,1 °,igem 
ringerung von 24,2 °% ent- Nt O. cem Sulfamid 
° ‘ ; O» ecm 
spricht. 
Demnach scheint es, 176 14,87 5.90 
daB das Paraaminobenzol - 176 15,68 11,24 
‘ — ee 175 15,44 9,12 
sulfamid beim Prodigiosus 175 13.39 7.9 
und bei den Staphy!okok- 175 13,97 9,12 
es ° . " an : = ac 
ken ausdriicklich —stoff- bo 20,0 ite 
wechselverringernd wit kt. My, wee M, = a 
a . ; o = +2,2 o + 1,66 
Es blieb jedoch noch P. E. aa 0.6775 P. E. 0) 007 
“i -_ , 
Z aren iibrig, ob wir : ; 
zu k'aren iibrig, ob wi K = 849; M, M, = 84% 


einer wirklichen  Stoff- 





wechselverringerung gegeniiberstehen, oder ob es sich um eine pri 
mire Entwick’ungshemmung handelt und die Verminderung des Oy 
Verb:auchs nur eine sekundire Folge der verminderten Bacterienzah| 
ist. Zur Entscheidung dieser Fiage hatten wir fo'genden Versuch 
durchgefiihrt. Wir brachten einen Tei! der Kulturen in den Stoffwechsel 
apparat und den anderen Teil in einen Brutschrank desselben Tem 
peraturgrades. Im Gaswechse’apparat wurde von der fiinften Stunde 
an stiindlich bzw. zweistiindlich die verbrauchte O.-Menge der Kulturen 
abgelesen und zugleich zwecks Feststeliung der Bacterienzah! aus den 
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Thermostatkulturen Aufschwemmungen mit je 5ccm physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt und deren Triibung mit dem Pulfrichschen 
Photometer bestimmt 


Tabelle IV. 
arches (Tabelle V). 





diaiautic: was 0,3 %iger Wie die ‘Tabelle V 
Nr. O2 ecm “oe zeigt, war die Dichte der 
rv ra ye abgespiilten ; Bacterien 
208 9.94 6,57 (RT. = Relative Triibung) 
208 9,96 7,29 bis zur fiinften bzw. sie- 
a 544 a benten Stunde in den 
909 4/81 7.94 sulfamidhaltigen § Kul- 
209 9,40 7,05 turen geringer als von 
209 12,30 “ . * 
210 0.4 8.03 gewohnlichen Agarnahr- 
210 11,84 8.03 béden. Die Triibung 
oe a vere nimmt jedoch rasch zu 
O11 995 598 und betrigt in der sie- 
211 6,63 6,47 benten Stunde bereits nur 
or on a 14 % gegeniiber — 88 %, 
249 8.66 6,07 bis zur fiinften Stunde. 
212 8,10 5,26 Eine kleine Verringerung 
212 8,10 5,26 der Bacterienzah! besteht 

M,= 8,82 M, = 6,93 auch weiter bis zur 
o = +1,90 o = +1,10 : 

ce. 68. (Pew Os 14. Stunde, um von da 

K = 6,28; M,—M, = 4% ab in eine betrachtliche 


Vermehrung umzuschla- 
gen. Im Durchschnitt iiber die ganze Versuchsreihe gleicht sich die 
anfaingliche Verringerung und die spaitere Vermehrung ganzlich aus. 


Tabelle V. 





Differenz zwischen gew. 


Mis Gew, Agarniihrboden || 0,1 °,iger Sulfamidagar Agar und Sulfamidagar 
Zeit in % 
(Stunde) mgy ry se Ho ee —___—— 
» ce el. Trii g 9 cc el. Tribung ° 
Mitte! wert a Mittelwert Mittelwert | Mittelwert 2 ne. THpene 
5 1,65 11 100 1,17 5 832 41 — 8&8 
7 2,45 | 14280 1,80 12 500 - 36 14 
8 4,70 14 280 2,80 14 280 — 67 10 
9 6,00 15 000 3,85 15 460 55 10 
10 7,50 14 280 4,70 14 280 59 10 
11 8,60 15 460 5,22 15 460 — 64 - 10 
14 11,80 12500 7,40 14 280 74 +14 
15 14,40 11 100 8,90 13 290 61 +19 
18 ; 15,70 9091 9,80 12 500 - 63 + 38 
20 | 16,70 11 100 10,80 12 500 54 12 
22 | 17,60 9 091 11,50 14 280 53 + 57 
24 19,90 11 100 12,40 12 500 60 +12 


Mittel: — §2% + 0,8%, 
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Wirkung von Paraaminobenzolsultamid aut den Bacterienstofttwechsel. 23 

Demgegeniiber ist die Verminderung des O.-Verbrauchs wahrend des 
ganzen Verlaufs der Versuchsreihe nachzuweisen, sie ist immer héher 
als die Verringerung der Bacterienmenge, und so kcmmt es im Durch- 
schnitt der Versuchsreihe zu einer Verminderung von 52% des Oo-Ver- 
brauchs. 

Da die statistische Auswertung (signifikante Differenz) die Ver- 
laBlichkeit des Versuchserge bnisses sichert, ist demnach zweifellos, dab 
auf Wirkung des Paraaminobenzolsulfamids beim Predigiosus und 
Staphylococcus eine Stoffwechselverringerung erfolgt. Es ist auch 
sicher, daB das Sulfamid auch eine entwick'ungshemmende Wirkung 
besitzt, die besonders in jungen Kulturen zum Ausdruck kommt. 
jedoch ist die Stoffwechselverringerung so hochgradig, daB sie auch 
neben der Entwick'ungshemmung zur Geltung kcmmt. Auf Grund des 
Stoffwechsels bestatigen diese Experimente, daB der Angriffspunkt des 
Sulfamids in den Bacterien selbst zu suchen ist. 


Zusammenfassung. 


Es wurde festgestellt, daB der O.-Verbrauch des B. Prodigiosus 
und Staphylococcus waihrend 24 Stunden auf einem Nahrboden mit 
0,1°%igem Paraaminobenzolsulfamid in Vergleich zu dem Verbrauch 
auf sulfamidlosen Naihrbéden vermindert wird. Die Versuche wurden 
mit dem Stoffwechselapparat nach J/lényi durchgefiihrt. Der O.-Ver- 
brauch nahm ab auf sulfamidhaltigem gew6hnlichem Agar-. Pferdeblut- 
agar- und Ascitesagar-Nahrbeden. 


Literatur. 
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1939. — 7) Ebenda 144, 223, 1939. 8) Zit.: Long and Bliss, The Clin. and 
Exp. u. o. Sulfanilamid. 1939. The Macmillan Comp. 9) Diese Zeitschr 
295, 117, 1937. 10) Ebenda 281, 27, 1935 











Uber die antagonistische Wirkung 
von Paraaminobenzolsulfamid und Xylose 
auf Grund von Bacterienstoffwechselexperimenten. 
Von 
A. Ulényi. 


(Aus dem Institut tii allgzemeime Pathologie und Bakteriologie der kénig}. 
ung. Pazmany Péter-Universitit, Budapest. ) 


(Eingegangen am 14, Oktober 19141.) 


Die in der vorigen Mitteilung beschriebenen Versuche zeigten, dats 
das Paraaminobenzolsulfamid in bezug auf Prodigiosusbacillen und 
Staphy’okokken stoffwechselverringernd wirkt. Diese Wirkung konnte 
an gewéhnlichem Agarnaihrboden, Tierblut und menschliches Eiweil 
enthaltendem Agarnihrboden nachgewiesen werden. Eine besonders 
ausgepragte stoffwechselverringernde Wikung zeigte sich auf Rinder 
biutagar, von dem bekannt ist. da er ohne Sulfamid den Bacterien 
stoffwechsel erhéht. Im folgenden wurden Versuche mit einem ahnlich 
stark bacterienstoffwechselsteigernden Stoffe, namlich der Xylose. 
durchgefiihrt. Die stoffwechselsteigernde Wirkung von Xylose und 
von Rinderb!ut bei Bacterien wurde bereits friiher von J/lényi und 
Berencsi (1) festgestellt. 

Die Experimente wurden auf die Weise durchgefiihrt, daB zu 
gewohnlichem Agarnaihrboden 0,1°% Paraaminobenzolsulfamid und 
2% Xylose hinzugefiigt wurden. Die abgewogene Sulfamid- und Xylose 
menge wurde in heiBem destilliertem Wasser aufgelést und zu dem 
ebenfalls aufgelésten Agar gegeben. Der so hergestellte Nahrboden 
kam als Schragagar zur Verwendung. Als Kontrolle diente 2°iger 
Xylose-Agarnihrbcden. Die Nahrbéden wurden mit Bac. Prodigiosus 
beimpft und sodann der O.-Verbrauch von 24 Stunden bestimmt 
(Tabelle I). 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, war der Oo-Verbrauch auf Xylose- 
nahrbeden in 24 Stunden 27,65 cem und auf Sulfamidxylosenihrbeden 
26,36 ccm. Zwischen den beiden Werten ist kein Unterschied, was um 
so tiberraschender ist, als die bisherigen Resultate alle fiir die stoff 
wechselverringernde Wirkung des Sulfamids sprachen. Es sehien 
wahrscheinlich, daB wir einer neuen interessanten biologischen Wirkung 
der Xylose gegeniiberstehen, die vielleicht darin besteht, daB sie dic 
Witkung des Paraaminobenzolsulfamids zu antagonisieren imstande ist. 
Zur Aufk’arung dieser Erscheinung waren weitere Versuche nétig. Zu 
diesem Zwecke schien es geeignet, die entwicklungshemmende Wirkung 
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Antagonistische Wirkung von Paraaminobenzolsulfamid und Nylose. 25 


des Sulfamids in Xylosegegenwart zu studieren. Die Entwicklungs 
hemmung des Sulfam’ds wurde schon von Schlossherger und Beir (2 
hervorgehoben meine Be- “i 

obachtungen ergaben da Tabelle | 





fiir ebenfalls mehrere tice Sellars 
ere a Versuch s- 2 °oiger Xyloseagar mit O.1 °oigem 
~ . -s J « 
tiitzpunkte ‘ , Nr. O, cem Sulfamid 
In diesen Versuchen O, com 
habe ich zu gewOhunlichem 195 24.84 93.76 
\garnaihrbeden in steigen- 195 18.11 29 (07 
den Mengen Sulfamid hin- 145 19,24 23,20 
Reed tarda 14 32,63 30,17 
zugefiigt, und zwar von 194 339] 30,50 
0.1 bis 1,.0cem. Die Nahr- 194 36.60 28.63 
béden wurden mit einer a Pp 28,52 
+ “ae vi OD ,02 22,40 
Ose Bac. Prodigiosus be - 193 39.36 
impft und 24 Stunden bei 193 28,58 28.24 
370 shalte (T: 192 24,27 
379 ¢ ~~ gehalten (Ta- 199 26.06 
belle IL). 192 29,36 
Wie die Tabelle [] 192 19,06 23,10 
, ‘ : 192 31,65 34,02 
zeigt, entwickelt sich der u “ye v 6 36 
io. a . d 24,00 We <h,ob 
Bac. Prodigiosus auf ta +. 6,605 be 8 85d 
).6%igem Sulfamidagar P.E. 141 P.E. 0,721 
nicht mehr. K 0,814 
M, Mittelwert, 6 Streuung, P. E 


Weiterhin wurden ais 
. wahrscheinlicher Fehler des Mittelwerte-. 
aus den verschieden kon- K ~«= sianifikente Dilferens. 


zentrierten Sulfa mid- 
agarnihrbéden zwei Serien hergestellt. Die erste blieb unverandert 
zu der zweiten wurden 2°%, Xylose hinzugefiigt. Mit diesem Nahrbode: 


Tabelle LI. 





Sulfamid- Entwicklung Sulfamid- Entwicklung 

konzentration der Bacterien konzentration | der Bacterien 

in % in % 

0,1 kraftig 0,6 keine Entwicklung 

0,2 ” 0.7 - me 

0,3 - 0,8 

0.4 schwach 1.0 

0.5 





wurde das obenerwaihnte Experiment zuerst in 24stiindiger Versuchs 
dauer wiederholt. Die Resultate wurden aber nicht mit freiem Auge 
abgelesen, sondern die Dichte der Kulturen mit dem Pul/richschen 
Photometer in der Weise gepriift, da die 24stiindigen Kulturen mit 
5eem physiol. Kochsalzlésung abgespiilt und der Triibungsgrad diese 
Suspension bestimmt wurde (Tabelle III). 
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Tabelle ITI. 





Sulfamid- Relative Sulfamid- Relative 
| Trabune OUT one | Tetbune 
0,2 24 500 0.2 32 440 

0.3 27 700 0,3 32 440 

0,5 24 300 0,5 33 300 

0.6 1175 0,6 33 300 
0,7 769 0,7 11 900 

0,8 517 0,8 3 357 

0,9 538 0.9 670 

1,0 936 1,0 706 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, ist der Unterschied besonders 
zwischen dem 0,6°%igen Sulfamid mit und ohne Xylose augenfallig 
An dem nur Sulfamid enthaltenden Naihrbeden ist der Dichtewert des 
Prodigiosus niedrig, waihrend er in der Xyloseserie unverindert hoch 
blieb, was bei Ablesung mit freiem Auge beim ersteren Nahrboden nur 
1-2 Kolonien, beim letzteren dagegen zusammenfliefenden Bacterien- 
helag bedeutet. 

Ich habe nun diese Versuche mit einer 48stiindigen Versuchszeit 
mit dem Ergebnis wiederholt, daB zufolge der erhéhten Bacterien- 
entwicklung die Differenz schirfer hervortrat. Abhnliche Versuche 
wurden anstatt mit Agar auch mit Bouillon durchgefiihrt, wobei - 
den obenerwahnten Experimenten ahnlich — die Entwicklung in der 
Xylose-Sulfamidserie kraftiger als in derjenigen ohne Xylose war. In 
weiteren Versuchen nahm ich statt Prodigiosus Streptokokken, von 
denen man weil, daB sie gegeniiber Sulfamidpraparaten in vivo sehr 
empfindlich sind. In diesen Versuchen wurde Bouillon verwendet. Die 
hemmende Wi:kung setzte bereits bei einer 0,3 igen Sulfamidkonzen 
tration ein und sie konnte mit der Xvlose geradeso aufgehoben werden 
wie beim Prodigiosus. 

Diese Versuche scheinen meine auf Grund der Stoffwechsel- 
experimente mitgeteilten Annahmen, naimlich, daB zwischen der Xylose 
und dem Paraaminobenzolsulfamid ein gewisser Antagonismus besteht. 
zu bestatigen. Diese Erscheinung ist besonders deshalb interessant. 
weil sie auf eine bisher unbekannte biologische Wirkung der Xylose 
schlieBen 1aBt. 

Aus meinen friiheren mit Berencsi (3) durchgefiihrten Unter 
suchungen ist bekannt, dai auf Xylose enthaltendem Nahrboden dic 
Vitamin C-Produktion der Bacterien zunimmt. Es tauchte nun gerade 
auf Grund des obenerwihnten Antagonismus die Méglichkeit auf, dal 
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Antagonistische Wirkung von Paraaminobenzolsulfamid und Xylose. 27 
die Vitamin C- Produktion der Bacterien inden sulfamidhaltigen Kulturen 
gehemmt sei. 

Die weiteren Versuche in dieser Richtung habe ich mit Prodigiosus- 
bacillen in Bouillon mit und ohne Sulfamid bzw. 2° Xylose durch- 
gefiihrt. Die Naihrbéden wurden mit Prodigiosus beimpft und 1 Woche 
lang bei 37°C gehalten. Nach 1 Woche wurde in dem abzentrifugierten 
Nahrboden der Vitamin C-Gehalt nach Fujita und Ehbihara (4) be 
stimmt (Tabelle TV). 

Tabelle IV. 


VitaminC-Gehalt des Nahrbodens nach 7 Tagen Bebriitung. 





0,3 %ige 2 %ige 0,3 %oige Sulfamid- 
Bacterienart Bouillon ! Sulfamidbouillon 7 |= Xylosebouillon _ + 2%oixe 
Xylosebouillon 
mg®, VitaminC) mg, Vitamin C mg, Vitamin ¢ mg, Vitamin C 
Prodigiosus 2.60 2,15 
= 2,65 2,35 
2,65 2,25 
> 2,60 2,20 
6,80 4,68 
6,80 +,82 
” 7,07 1,78 
. 7,00 11 


Wie aus Tabelle LV ersichtlich, ist die Vitamin C-Menge in den 
sulfamidhaltigen Naihrbéden geringer, was besonders in der Xylosereihe 
zum Ausdruck kommt. 

Es scheint gerade auf Grund des oben Geschriebenen wahrscheinlich, 
da durch das Paraaminobenzolsulfamid die Vitamin C-Produktion der 
Bacterien angegriffen wird und die Stoffwechselverringerung somit 
vielleicht infolge Verminderung derselben zustande kommt. Es ent- 
stehen Bacterien mit herabgesetztem Stoffwechse!, also Bacterien von 
geringerem biologischen Wert, die dann den Schutzkraften des Orga- 
nismus leichter zum Opfer fallen. 

Die Annahme besitzt Ahnlichkeit mit der von Junesd, Dirner und 
Novak (5) aufgestellten Theorie iiber den Wirkungsmechanismus der 
chemotherapeutischen Metalle. Sie konnten nachweisen, daB das Gold 
mit dem Enzym der Krankheitserreger eine inaktive Additionsverbindung 
bildet. Die Medikamentfestigkeit der einzelnen Gewebe ist in ihrem 
hohen enzymaktivierenden Glutathiongehalt zu suchen. 


Zusammenfassung. 


Auf Xylose-Agarnihrboden erfolgt durch Wirkung von Para- 
aminobenzolsulfamid keine Stoffwechselverringerung, was darauf 
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schhieBen !aBt, daB die Sulfamidwirkung durch Xylose in vitro antago 
nisiert werden kann. Die antagonistische Wirkung kommt auch in der 
entwicklungshemmenden Wirkung des Sulfamidpraparats gegeniibe: 
Prodigiosus und Streptekokken zur Geltung. Infolge Wirkung des 
Sulfamidpraparats erzeugen die Bacterien weniger Vitamin C, was 
dafiir spricht, daB Bacterien mit geringerem Vitamin C-Gehalt und 
vermindertem Stoffwechsel entstehen, die infolge ihres geringeren 
hiologischen Wertes den Schutzeinrichtungen des Organismus leichte 
zum Opfer fallen. 
Literatur. 

1) Diese Zeitschr. 297, 46, 1938. 2) Centralbl. f. Bakt. [. Orig. 144 

288, 1939. — 3) Diese Zeitschr. 298, 298, 1938. 4) Ebenda 290, 182, 1936. 


5) Magy, Elettani Tars. Gyiilése. 1938; Ref.: Ber. ii. d. ges. Phys. 108, 
H79, 1938. 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. VII. 
Von 
Ernst Masehmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstitutes fiir Chemo 
therapie in Frankfurt a. M.) 


{Eingegangen am 22. Oktober 1941.) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber die sogenannte 
Dipeptidase und Aminopolypeptidase bakterieller wie tierischer Herkunft 
bemithen wir uns auch um die Reinigung der in Glycerinausziigen aus 
tierischen Organen, embryonalem und Krebs-Gewebe vorliegenden, also 
in vivo intracellular titigen Amino-peptidasen. Die Versuche haben 
zum Ziel: 1. die Zerlegung des extrahierten Amino-peptidasen-Komp'exes 
in substratspezifische Amino-peptidasen? und deren Kennzeichnung in 
méglichst reinem Zustand und 2. die Aufklarung der Rolle, die be- 
stimmte Metalle bzw. Kombinationen von Metallen ~ Sulfhydryl! bei 
der Wirksamkeit dieses Peptidasen-Systems sehr wahrscheinlich spielen® 
Zu 2 fehlt noch der Nachweis (der im folgenden teilweise erbracht wird). 
daB die Wirksamkeit bestimmter in den Ausziigen vorliegender Pepti- 
dasen# auch noch in reinerem und hochgereinigtem Zustand durch 
bestimmte Metalle bzw. Metall — SH gesteigert wird. Bis jetzt ist die 
Notwendigkeit eines Zusatzes von Metall (Eisen oder Mangan) -- Sulf- 
hydryl (Cystein) fiir Amino-peptidasen in hochgereinigten Praparaten 
aus Kulturfiltraten anaerober Bakterien® und fiir die d-Leucyl-glycin- 
spaltende Peptidase in gereinigten Praparaten aus Organ-Ausziigen 
und die eines Zusatzes von Metall allein fiir Amino-peptidasen in hoch- 
vereinigten Praparaten aus Kulturfiltraten aerober Bakterien? und in 
weniger reinen Praparaten aus dem Blutserum bewiesen 8. 

Bei den bisherigen Versuchen, die ,,Di- und Amincpolypeptidase” 
pflanzlicher und tierischer Herkunft anzureichern, stiitzte man sich 


' VIL. Mitteilung dieser Reihe, Naturwiss. 29, 691, 1941. 2 Uber die 
Trennung von Amino-peptidasen bakterieller Herkunft vgl. die XV., XVI 
und XVIT. Mitteilung tiber Bakterjenproteasen, ebenda 27, 819, 1939; diese 


Zeitschr. 307, 1, 1940; Naturwiss. 29, 370. 1941. * Uber die Deutung det 
Funktion des Eisens und Mangans bei den Anaero-peptidasen vgl. diese 
Zeitschr. 802, 332, 1939: 807, 1, 1940. 1 TV. Mitteilung: Zur Kenntnis 


tierischer Peptidasen, diese Zeitschr. 309, 179, 1941; V. Mitceilung: ebenda 
310, 28, 1941; VI. Mitteilung: Naturwiss. 29, 518, 1941. —° Diese Zeitsehr. 
302, 332, 1939: 307, 1, 1940. 6 Naturwiss. 29, 709, 1941. — 7 Z. B. Natur- 
wiss. 29, 370, 1941; und noch unver6éffentlichte Versuche tiber Amino 
peptidasen des B. pyocyaneus und B, prodigiosus. S IIL. Mitteilung: Zu 
Kenntnis tierischer Peptidasen, diese Zeitschr. 308, 359, 1941. 
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bei der Bewertung des Reinigungsergebnisses bis auf ganz wenig 
Ausnahmen! nur auf das Spaltungsvermégen fiir d, |-Leucyl-glycin 


und d, l-Leucyl-glycyl-glycin und auf die darauf gegriindeten Di- und 
Aminopolypeptidase-Einheiten 2. 


Wie wir seit kurzem wissen, kann aber in den meisten Fallen unter 


den bisher tiblichen Bedingungen weder die maximale Spaltungs- 
geschwindigkeit gemessen, noch das LG.- und LGG.-Spaltungsvermégen 
quantitativ bestimmt werden. Auch ist das Spaltungsverhaltnis LG. 
zu anderen Dipeptiden bzw. LGG. zu anderen Tripeptiden kein kon- 
stantes, sondern ein mit der Herkunft des Auszuges und seiner Ge- 
winnung sehr wechselndes, so daB mit der Bestimmung der Wirksamkeit 
gegeniiber LG. und LGG. (selbst unter optimalen Bedingungen) nichts 
iiber die Wirksamkeit der Ausziige und Praparate gegeniiber anderen 
Di- und Tripeptiden ausgesagt werden kann. Es ist unméglich, die 
sogenannte Dipeptidase und Aminopolypeptidase tierischer Herkunft 
allein durch ihr LG.- oder LGG.-Wirkungsvermégen und durch ihr 
Verhalten gegen hemmende und férdernde Zusatzstoffe zu kenn- 
zeichnen und zu beschreiben. Denn man erfaft damit nur zwei Enzym- 
individuen des in seiner qualitativen wie quantitativen Zusammen- 
setzung schwankenden Amino-peptidasen-Systems. Um iiber mehr als 
nur diese beiden Amino-peptidasen aussagen zu kénnen, stiitzen wir uns 
bei den Reinigungsversuchen, wie schon bei friiheren Gelegenheiten 
(Anaero-peptidasen, Serum-peptidasen), auf das Wirkungsvermégen der 
Glycerinausziige und Praparate fiir mehrere Di- und Tripeptide in 
Ab- und Anwesenheit bestimmter, die Wirksamkeit mehr oder minder 
steigernder Metalle (Magnesium, Mangan, Kobalt, Zink). Als Substrate 
dienen: d,1-Leucyl-glycin (LG.), d,1l-Alanyl-glycin (AG.), Glycyl- 
d, l-alanin (GA.), Glyeyl-glycin (GG.), d, 1-Leucyl-glyeyl-glycin (LGG).. 
d, l-Alanyl-glyeyl-glycin (AGG.) und Diglycyl-glycin (GGG.). Aus dem 
Wirkungsvermégen der Ausziige und Praparate fiir mehrere Substrate 
laBt sich das Spaltungsverhdltnis ableiten. Gerade dieses vermag 
Auskunft iiber die hier besonders interessierenden Fragen zu geben. 
ob die ,,Dipeptidase‘* und ,,Aminopolypeptidase“ tierischer Herkunft 
einheitliche Enzyme sind und ob ,,Dipeptidase“ gleich ,,Dipeptidase™. 
..Aminopolypeptidase gleich ,,Aminopolypeptidase“ ist, d.h. ob in 
allen Zellen, von welchem Organ und Gewebe bzw. von welcher Tierart 
sie auch stammen und welche Funktionen sie zu erfiillen haben, die 
gleiche Di- und Aminopolypeptidase gebildet werden und tatig sind. 
Denn sind diese einheitliche Enzyme und ist ,,Dipeptidase’ gleich 


1 K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 1929; 
184, 83, 1929; 188, 48, 1930; und unsere Versuche iiber Bakterien- und 
Serum-Aminopeptidasen, l.c. — * Vgl. K. Mayer, Peptidasen in ,,Die 
Methoden der Fermentforschung“‘, S. 1991, und zwar §. 2002. Leipzig 1941 
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.,Dipeptidase” usw., so muB nicht nur das Wirkungsvermégen beispiels- 
weise fiir LG., AG., GA., GG., LGG., AGG. und GGG. und auch das 
Spaltungsverhaltnis in allen Ausziigen mindestens annahernd gleich 
sein, sondern auch bei allen MaBnahmen gleich bleiben oder sich gleich 
andern. Die Einwande, die man dagegen erheben kann, sind uns 
bekannt; wir halten sie aber nicht fiir stichhaltig oder letztlich ent- 
scheidend. 

Es war fiir die Urteilsbildung und Deutung der Beobachtungen 
von Vorteil, daB wir nicht nur mehrere Di- und Tripeptide als Substrate 
nahmen, sondern auch die verschiedenen ReinigungsmaBnahmen 
sogleich an mehreren Organ-Ausziigen verschiedener Herkunft (Kanin- 
chen-Nieren, Meerschweinchen-, Ratten- und Hiihner-Lebern) priiften. 
Denn die in den Glycerin-Ausziigen vorliegenden Amino-peptidasen 
verhalten sich namlich bei denselben ReinigungsmaBnahmen nicht in 
allen Ausziigen gleich. 

tin wesentliches Ergebnis unserer orientierenden Reinigungsversuc he 
kann folgendermaBen zusammengefaBt werden: Es gibt Organ-Ausziige. 
deren amino-peptidatisches Wirkungsvermégen schon durch einfache 
MaBnahmen wie Dialyse und Aceton-Fallung so geschadigt wird 
_,auswahlend**, wie man es bezeichnen kann —, daB die dabei erhaltenen 
Priparate auch in Anwesenheit von Metall praktisch nur noch einzelne 
der angefiihrten Di- und Tripeptide zu spalten vermégen. Von dieser 
_auswahlenden‘‘ Schadigung oder Zerstérung des Wirkungsvermégens 
die man der ,,selektiven’* Adsorption an die Seite stellen kann — wird 
vor allem das fiir AG., GA., GG., AGG. und GGG. betroffen, nicht 
oder sehr viel weniger das fiir LG. und LGG. Es ist aber nun nicht so, 
als ob bei den verschiedenen ReinigungsmaBnahmen die Wirkungs- 
einbuBe fiir jedes dieser Substrate immer gleich groB oder gleichmabig 
wire. Auch hierbei treten je nach den MaBnahmen sehr deutliche 
Unterschiede in der GréBe der Schaidigung des Wirkungsvermégens auf: 
besonders gilt dies fiir das AGG.- und GGG.-Spaltungsvermégen. Da 
die Erscheinungen zu mannigfaltig sind, um sie im einzelnen hier auf- 
fiihren zu kénnen, muB auf die in den Tabellen des Versuchsteiles zu- 
sammengefaBten Auswertungen der verschiedenen Ausziige und Pra- 
parate verwiesen werden. Es gibt aber auch Organ-Ausziige, deren 
amino-peptidatisches Spaltungsvermégen nicht oder nur schwach 
.auswahlend* irreversibel inaktiviert wird. Ob und inwieweit eine 
solche ,,auswaihlende*‘ Inaktivierung stattfindet, hingt mit von der 
Herkunft des Auszuges ab, oder vielleicht besser von der verschiedenen 
Empfindlichkeit bestimmter in den Ausziigen vorliegender Eiweib- 
stoffe, mit denen die Peptidasen mehr oder minder eng verbunden sind. 
Die Vorginge, die zur irreversiblen Inaktivierung des Wirkungs- 
vermogens fiir einzelne Substrate fiihren, werden sich wohl zuerst an 
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diesen symplexartig mit den Enzymen verbundenen Begleitstoffen 
abspielen und jene dann mithineinziehen. Es wird sich hierbei wahr- 
scheinlich um Denaturierungs-Vorgainge handeln. 


Zu den Ausziigen, deren Wirkungsvermégen wahrend der Dialyse 
und bei der Aceton-Fallung .,auswihlend* geschadigt wird, gehéren die 
aus Kaninchen-Nieren und Ratten-Lebern. DaB hierbei der Enzym- 
gehalt oder das Spaltungsverhiltnis keine Rolle spielen, geht aus 
folgendem hervor: Die Wirksamkeit des Kaninchen-Nierenauszuges 
gegeniiber AG., GA. und GG. ist in Ab- und Anwesenheit bestimmter 
Metalle (Mg, Zn, Co) sehr viel gréBer als das des Ratten-Leberauszuges 
auch spaltet jener AG., GA. und GG. sehr viel besser als LG., waihrend 
dieser LG. etwas besser als AG., GA. und GG. zerlegt, d. h.das Spaltungs 
verhaltnis ist in beiden Ausziigen sehr verschieden. 


Zu den Ausziigen, deren peptidatisches Wirkungsvermégen bei 
gewissen ReinigungsmaBnahmen nicht oder nur eben angedeutet ,,aus- 
waihlend*: geschidigt wird, gehéren die aus Meerschweinchen- und 
Hiihnerlebern. Wenn ihr Wirkungsvermégen bei verschiedenen Mab- 
nahmen geschwacht wird, dann geschieht dies fiir alle Substrate ziemlich 
vleichmaBig, so daB das Spaltungsverhaltnis gegeniiber dem anfang- 
lichen nicht oder kaum verindert ist. 


Da bei der ..auswahlenden*: Schadigung das Spaltungsvermégen 
fiir LG. und LGG. weitgehend erhalten bleibt, manche Praparate fast 
nur noch diese beiden Substrate spalten, liegt natiirlich die Frage nahe. 
ob diese so ahnlichen Peptide nicht vom gleichen Enzym angegriffen 
werden, d. h. ob die von K. Linderstrom-Lang} schon vor langerer Zeit 
postulierte ,,Leucy'peptidase* nicht doch existiert. Aber bei niherem 
Hinsehen stellt man beim Vergleich des Spaltungsverhaltnisses LG. 
: LGG. des Auszuges und der verschiedenen Priaparate eine mehr oder 
minder deutliche Verschiebung des anfanglichen vielfach zugunsten der 
LGG.-Spaltung fest. Am deutlichsten ausgepragt ist diese Verschie bung 
bei den durch Ammonsulfat-Fraktionierung gewonnenen Praparaten 


Die Ergebnisse der ,,auswihlenden® Inaktivierung und die bei der 
Fraktionierung erhaltenen besagen: 1. daB AG., GA. und GG, nicht 
vom gleichen Enzym wie LG., 2. daB AGG. und GGG. nicht vom 
gleichen Enzym wie LGG., 3. daB AG , GA. und GG. nicht vom gleichen 
Enzym wie AGG. und GGG. und 4. daB LG. nicht vom gleichen Enzym 
wie LGG. gespalten werden. Daraus folgt, daB fiir die Spaltung de: 
sieben Substrate sieben verschiedene Amino-peptidasen verantwortlich 
sind. Dieser Auslegung wird man nur ungern folgen und sie wird aui 


1 K. Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 1929: 
IS4, 83, 1929; 188, 48, 1930. 
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Widerspruch stoBen, aber sie ist die beim gegenwartigen Stande der 
Untersuchung einfachste, d. h. diejenige, welche die Mannigfaltigkeit der 
Erscheinungen ohne viel ,,;wenn und aber’ zu erkliren vermag. In- 
wieweit sie vor den Ergebnissen kiinftiger Untersuchungen besteht, 
bleibt abzuwarten. 

Unsere Beobachtungen iiber die , auswahlende** Schwachung des pep- 
tidatischen Wirkungsvermégens sind nicht neu, nur umfangreicher durch 
die Einbeziehung weiterer Substrate, verschiedener Ausziige und Reini- 
gungsmaBnahmen. Alserster hat wohl A. Linderstrom-Lang (\. c.) bei der 
Untersuchung der ,,Darmdipeptidase** auf die Verschiebung des Spal- 
tungsverhiltnisses LG.: AG.: GG. bei verschiedenen MaBnahmen hin- 
gewiesen. Der Autor hat daraus und aus Unterschieden im pxu-Optimum 
abgeleitet, daB die ,,Darmdipeptidase** aus zwei Enzymen bestehe, aus 
einer .,Leucylpeptidase**, die unabhangig von der Kettenlange Leucy! 
peptide angreifen und einer ,,Dipeptidase’, die Dipeptide mit freier 
Aminogruppe spalten soll. Die erstere soll auBerdem auch noch andere 
Di- und Tripeptide, wenn auch in geringerem Umfange, spalten kénnen. 
An diese Auslegung der Befunde hat sich bekanntlich eine Diskussion 
angeschlossen, die aber nicht zur Klérung der Sachlage fiihrte. Auf 
Grund unserer Erfahrungen auf dem Peptidasen-Gebiete sind wir zur 
Ansicht gelangt, daB weder die von Linderstrom-Lang noch die von 
W.Grassmann' vertretene Auffassung iiber die ,,.Di- und Amino- 
polypeptidase’* zur Erklarung der tatsaéchlichen Verhaltnisse auch auf 
dem Gebiete der tierischen Amino-peptidasen geniigen, wo sich ja auch 
seitdem manches geandert hat. Soweit wir die bisher bekanntgewordenen 
Beobachtungen iiber die tierische ,,Di- und Aminopolypeptidase™ zu 
iiberschauen vermégen, deuten diese (genau so wie die tiber bakterielle 
Di- und Aminopolypeptidasen) darauf hin, dap sie Gemische substrat- 
spezifischer Amino-peptidasen darstellen, deren qualitative und quanti- 
tative Zusammensetzung so schwankt — und zwar teils aus Griinden ihrer 
Herkunft und Gewinnung, teils aus physiologischen Ursachen —, dafi 
selbst das Gemisch aus demselben Organ der gleichen Tierart (ebenso wie 
das aus dem gleichen Stamm der gleichen Bakterienart) nicht immer 
gleich ist. Wenn das Proteasen-System in der Zelle nicht nur am Abbau, 
sondern, wie angenommen wird, auch am Aufbau der Eiweibstoffe 
beteiligt ist, so ergibt sich daraus zwangsliufig, dal} das System je 
nachdem wo es wirkt, ob in einer Bakterien-, Hefe-, Leber-, Nieren- usw. 
Zelle qualitativ und quantitativ verschieden zusammengesetzt sein mu. 
weil seine Tatigkeit, infolge der Verschiedenheit von Bakterien-, Hefe-. 
Leber-, Nieren- usw. Eiweif, jeweils eine qualitativ und quantitatiy 
verschiedene ist. Den verschiedenen analytischen und synthetischen 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 26, 1929. 
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Leistungen miissen schlieBlich auch die Werkzeuge dazu angepaBt sein. 
Schon deshalb kann nicht ,,Dipeptidase“ gleich ,, Dipeptidase“, ,, Amino. 
polypeptidase gleich ,,Aminopolypeptidase sein, ebensowenig wie 
,,.Kathepsin“ gleich ,,Kathepsin‘ ist. 

DaB beispielsweise die 1-Leucyl-glycin-spaltende Peptidase aus den 
Organen einer Tierart die gleiche ist, wird wohl sicher sein, daB aber die 
|-LG.-spaltende Peptidase des Kaninchens sich von der des Meer 
schweinchens unterscheidet, und zwar auf Grund der Artspezifitdt ihres 
Trdgerproteins, muB angenommen werden, wenn auch dieser Unter 
schied vielleicht enzymologisch nicht oder kaum hervortritt ; serologisc}) 
wird er aber leicht zu erbringen sein. 

Ein weiteres Ergebnis dieser Versuche ist der Nachweis, dab auch 
die Wirksamkeit reinerer Peptidasenpraparate tierischer Herkunft gegen 
liber gewissen Di- und Tripeptiden durch bestimmte Metalle noch kraftiy. 
oft sogar kraftiger als die der Ausziige gesteigert wird. Daraus folgt, dai 
zur quantitativen Bestimmung einzelner Amino-peptidasen auch in 
reinerem Zustand, hier vor allem der GG.-, LG.- und LGG.-spaltenden. 
ein Metallzusatz unbedingt notwendig ist. 

Welches Metall bei den einze/nen Substraten anzuwenden ist. 
d.h. die Spaltung des betreffenden Peptids am kraftigsten fordert, abt 
sich mit absoluter Sicherheit noch nicht sagen. Unsere Erfahrung 
dariiber haben wir in tabellarischer Form in der V. Mitteilung dieser 
Reihe 1 zusammengefa8t. Ausnahmen von der Regel kommen ab und 
zu vor. Eine sehr wichtige ist fo'gende: In der Mehrzahl der Falle wird 
die LG.-Spaltung durch Mangan stirker als durch Magnesium und 
Zink besch'eunigt, in einigen aber zeigt sich Zink dem Mangan deutlich 
iiberlegen. Diese Uberlegenheit, die vor allem bei der durch Ausziig 
bewirkten LG.-Spaltung hervortritt, geht vielfach bei reineren Prapa 
raten verloren: bei diesen wirkt Mangan weit besser als Zink. Es sind 
aber auch die Faille nicht selten, bei denen Zink die LG.-Spaltung nicht 
férdert, ja sogar deutlich hemmt. Einen solch schwankenden Einfluli 
eines Metalls auf die Peptid-Spaltung haben wir bisher nur beim Zink 
beobachtet. Das Aktivierungsvermégen des Mangans ist dagegen fast 
immer ziemlich gleichmaBig. Da die Beispiele viel zahlreicher sind, wo 
Zink dem Mangan unterlegen ist, und die Unterschiede zwischen Mangan 
und Zink bei dessen Uberlegenheit nicht allzu gro sind, wird man in 
allgemeinen mit Mangan als Zusatz zum LG.-Spaltungsversuch aus 
kommen. 

Bei der LGG.-Spaltung durch Organ-Ausziige und reinere Praparat: 
sind die Einfliisse von Mangan und Zink k'ar: Zink vermag diese nicht 
nennenswert zu besch!eunigen. Hier hat Mangan einen Konkurrente! 


1 Diese Zeitschr. 310, 28, 1941. 
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im Magnesium und in der letzten Zeit sind wir Fallen begegnet, wo sich 
dieses dem Mangan mindestens ebenbiirtig erwiesen hat. Aber auch 
diese G'eichheit des Aktivierungsvermégens verschwindet bei der 
Reinigung. Demzufo'ge wird man auch bei der Bestimmung des LGG.. 
Spaltungsvermégens von Ausziigen und Praéparaten daraus mit Mangan 
als Verstirker auskommen. 

Bei der Bestimmung des GG.-Wirkungsvermégens kommt nur 
Kobalt in Frage, das bisher nie versagt hat bzw. dessen stark férderndet 
KinfluB von keinem anderen Metall iiberboten wurde. 

Wenn die in der Regel an sich (im Verhaltnis zur LG.- und GG.- 
Spaltung) schon groBe GL.- und GA.-Spaltung durch Metall noch 
beschleunigt wird, dann vermag dies von den untersuchten Metallen 
nur Zink. Anders bei der oft noch gréBeren AG.-Spaltung: hier kon- 
kurriert Magnesium mit Zink und man tut gut, beide bei der Bestimmung 
der AG.-Spaltung anzuwenden. Man darf aber dabei nicht tiberrascht 
sein, wenn die AG.-Spaltung anstatt geférdert, von beiden, von Magne- 
sium viel schwacher als von Zink, gehemmt wird. Denn auch das 
kommt gar nicht selten vor. 

In diesem Zusammenhang wollen wir nochma!s darauf_ hin- 
weisen, daB Zink in gréBerer Verdiinnung férdernd wirkt als die 
anderen Metalie (Magnesium, Mangan und Kobalt). 


Beschreibung der Versuche. 
I. Das Ausgangsmaterial und die Versuechshedingungen. 
Ausgangsmaterial fiir die Reinigungsversuche waren frisch bereitete 
Glycerin-Ausziige aus einer gréBeren Anzah! Kaninchennieren, Meer- 
schweinchen-, Ratten- und Hiihnerlebern. 


Zu ihrer Gewinnung wurden die Organe sogleich nach der Tétung der 
Tiere durcb Entbluten fein vermahlen: den Organbrei lieBen wir 2 Tage 
bei Zimmertemperatur mit 2 Teilen Glycerin (D. A. B. 6) unter éfterem 
Umschiitteln stehen, trennten danach durch 30 Minuten langes Zentrifugieren 
bei 12000 U/min den Extrakt vom Ungelésten und filtrierten die Ausziige 
durch Spezialfilter (von Schleicher u. Schiill, Nr. 520a, diinn). Die Ausziige 
wuiden im Kiihlschrank bei + 2° aufbewahrt. 

Als Substrate dienten die folgenden, selbst dargestellten: d, l-Leucy] 
glycin (LG.), d,1l-Alanyl-glycin (AG,), Glyeyl-d, l-alanin (GA.), Glycyl 
glycin (GG.), d,1l-Leucyl-glyeyl-glycin (LGG.), d, l-Alanyl-glycyl-glycin 
(AGG.) und Diglyeyl-glycin (GGQG.), deren Lésungen mit Natronlauge aut 
Pu = 8 eingestellt waren. 


Die Versuchshedingungen waren in der Regel die fo'genden: 


Das Volumen der Ansitze betrug 5eccem, die Titrationsprobe 2 ccm, 
die Versuchsdauer J Stunde, die Temperatur 40° und das py 8. Einer 
50 %igen Spaltung der Dipeptide entspricht ein Acid.tatszuwachs von 2,40, 
der Tripeptide von 2,00 cem n/20 KOH. Die benutzten Metallsalze waren 
analysenreine Sulfate (von EF. Merck, Darmstadt). Die Metall-Konzentration 


Q * 
o 
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im Ansatz betruy fiir Magnesium m/100, fiir Mangan und Kobalt m/1LO0O 
und fiir Zink m/10000. Da, wo Cystein und Mangan + Cystein vorlagen, 
wurde die Luft aus den MeSkélbchen durch Stickstoff aus der Bombe 
verdrangt. Dem 1-Stunden-Versuch wurde kein Toluol hinzugesetzt. 


i. Der Einflu8 einfacher ReinigungsmaBnahmen auf das amino-peptida- 
tische Wirkungsvermoégen der Organausziige und die Metallaktivierung 
reinerer Peptidasenpraparate. 

A. Versuche mit Kaninchennieren- und Meerschweinchenleber- Ausziigen. 
1. Die Glycerinausziige. 

Das Wirkungsvermégen der Ausziige in Ab- und Anwesenheit von 
Magnesium, Mangan, Kobalt und Zink, von Cystein und Mangan 
+ Cystein ist in den Tabellen L und IL zusammengestellt. Die Werte 
darin sind Mittelwerte aus mehreren Versuchsreihen, die zur Kontrolle 
zu verschiedenen Zeiten der Untersuchung ausgefiihrt wurden. Das 
Wirkungsvermégen der Glycerinausziige hat sich wahrenddessen nicht 
nennenswert verdndert. . 

Beim Vergleich der Werte beider Tabellen miteinander treten ohne 
weiteres die bestehenden Unterschiede in der Wirksamkeit, deren 
Aktivierbarkeit und im Spaltungsverhaltnis bei Ab- und Anwesenheit 
von Metall hervor. Beide Ausziige zerlegen (in Ubereinstimmung mit 
dem Hiihnerleber-Auszug, aber im Gegensatz zum Rattenleber-Auszug) 
AG. und GA. viel schneller als LG. und GG. In Anwesenheit aber des 
optimalen Metalls wird auch GG. rascher als LG. gespalten. Wahrend 
die LG.-Wirksamkeit der beiden Ausziige um ungefahr das Doppelte, 
die GG.-Wirksamkeit fast um das Fiinffache gesteigert wird, ist die 
Wirksamkeitssteigerung gegentiber AG. und GA. viel geringer oder 
kaum angedeutet. Sehr deutlich dagegen driickt sich der hemmend: 


Tabelle I. Das Wirkungsvermégen eines Glycerinauszuges aus 
Kaninchennieren fiir bestimmte Di- und Tripeptide und der 
EinfluB bestimmter Metalle auf dieses. 

Es wurden bei LG. und LGG. 0,05, bei AG. und GA, 0,015, bei GG. 0,08. 
bei AGG. und GGG. 0,06 cem Glycerinauszug angewandt. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusatz sesethsadiskcoelaich tliat hie days alc aN a tal ele hence 

LG. AG, GA, GaGa, LGG. AGG, GGG. 

0,70 1,26 0,81 0,30 0.52 0,77 0.45 

DE gy yay ocd cans Lod 1,39 0,88 0,42 0,77 0,80 0.57 
ME heels ese 1,35 0,55 0,68 1,03 1,02 0,93 0,41 
oo ces eee ae gee 0,54 0,42 0,81 1,40 0.50 1,08 0.64 
Bee SoS 1,16 0,93 1,00 0,00 0,48 0,80 0,34 
Mn-Cystein..... 1,31 0.70 | 0,25 0,27 0,80 0,98 0,20 


Cystein ........ 0,30 0,50 
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Tabelle Ll. Das Wirkungsvermégen eines Glycerinauszuges aus 
Meerschweinchen-Lebern fiir bestimmte Di- und Tripeptide und 
der EinfluB®B bestimmter Metalle auf dieses. 

Es wurden bei LG. 0,06, AG. und GA. 0,0125, GG. 0,25, LGG. 0,18, AGG. 

0,06 und GGG. 0,18 cem Auszug angewandt. 





Spaltung (ccm n/20 kK OH) 


Zusatz 

LG. AG. GA. GG. LGG. AGG. aaa. 

0.57 1,28 1,32 0,38 0.70 O86 0,57 
BRB gaelic O87 1,37 1,12 0,48 1,37 0,74 0,54 
Chas Sita tans 1,18 0,40 0,63 1,49 1.35 0.84 0.59 
2 SAR Nn Para ee 0,30 0,12 0,82 1,75 0.68 1,17 1.00 
- ec 1,27 1,18 1,38 0,20 0,71 0,70 0,48 
Mn-Cystein..... 0,88 0.40 O18 O14 1,10 0.68 0.12 
Cystein ........ 0,26 0,36 


EinfluB von Mangan und Kobalt auf die AG.- und GA.-Spaltung und 
der von Zink auf die GG.-Spaltung aus. 

Besonders zu beachten ist hier, daB die Wirksamkeit des Meer- 
schweinchenleber-Auszuges | (wie auch die des Hiihnerleber-Auszuges) 
gegeniiber LG. durch Zink noch etwas besser als durch Mangan gesteigert 
wird, wahrend beim Kaninchennieren-Auszug (wie auch beim Ratten- 
leber-Auszug) das l'mgekehrte der Fall ist. Im allgemeinen aber war 
bisher bei der LG.-Spaltung Mangan dem Zink jiherlegen, oft sehr stark; 
nicht selten hat dieses schwach gehemmt. 

Auch fiir die drei Tripeptide zeigen die beiden Ausziige ein ver- 
schieden groBes Wirkungsvermégen: wohl spaltet dieselbe Menge der 
beiden Ausziige AGG. ziemlich gleich, doch bedarf es zur Erreichung 
einer gleich groBen LGG.- und GGG.-Spaltung vom Leberauszug 
zwei- bis dreimal mehr als vom Nierenauszug. Vom fripeptidatischen 
Wirkungsvermégen wird nur das fiir LGG. durch Metalle merklich 
erhéht: beim Leberauszug wirken Magnesium und Mangan gleich gut, 
beim Nierenauszug zeigt sich Mangan dem Magnesium tiberlegen. Wenn 
auch in der Regel die LGG.-Wirksamkeit der Ausziige durch Mangan 
besser als durch Magnesium gesteigert wird, so lehrt doch dieses Beispiel, 
daB es nicht immer so sein mubB. Bei der Steigerung der AGG.- und 
GGG.-Spaltung durch Kobalt ist (bis zur Klaérung) anzunehmen, dal 

' Bei vier weiteren Ausziigen aus je einer Meerschweinchen-Leber wurde 
die LG.-Spaltung zweimal durch Zink etwas besser als durch Mangan be 
schleunigt, einmal war das Umgekehrte der Fall und einmal waren Mangan 
und Zink gleichwertig. Die LGG.-Spaltung wurde in allen vier Fallen durch 
Mangan kriftig gesteigert, durch Zink zweimal nicht beeinfluBt und zweimal 
schwach, aber deutlich gehemmt. Wir haben bisher noch nie beobachtet, 
daB Zink auf die LGG.-Spaltung einen nennenswert férdernden Eintlab 
ausgetibt hat. 
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diese durch die Beteiligung der GG.-spaltenden Dipeptidase am Abbau 
des anfallenden GG. zustande kommt. Bemerkenswert ist noch, dab 
Zink im Gegensatz zur LG.-Spaltung auf die LGG.-Spaltung 
auch des Meerschweinchen!eber-Auszuges keinen fordernden Einflub 
auszuliben vermag }. 

Der EinfluB der Kombination Mangan + Cystein auf das Wirkungs 
vermégen ist je nach dem Substrat verschieden: die LG.- und LGG. 
Spaltung werden beschleunigt, aber nicht besser als durch Mangan allein, 
die AG.-, GA.- und auch die GG.-Spaltung gehemmt. Bei der AG.- und 
({A.-Spaltung war auch nichts anderes zu erwarten, weil beide Kom 
ponenten, Cystein wie Mangan, schon allein hemmen: aber bei der GG.- 
Spaltung, die von Mangan gut geférdert wird, ist der hemmende EinfluB 
der Kombination unerklarlich. Mangan vermag demnach nur die durch 
Cystein gehemmte LG.- und LGG.-Spaltung zu enthemmen und sie 


dariiber hinaus noch zu férdern. 


2. Die Dialvse der Glycerinausziige. 


Dic in Tabelle [ und TL ausgewerteten Glycerinausziige wurden 
nachdem sie mit ungefahr 2 Teilen Wasser verdiinnt waren und das pu 
auf ungefihr 8 eingestellt war, in Cellophansch!auchen unter Toluol 
bei Zimmertemperatur 3 Tage gegen destilliertes Wasser vom pu etwa 8 
dialysiert. Die Ergebnisse der sofort nach der Unterbrechung der 
Dialyse durchgefiihrten Auswertungen sind in den Tabellen IIT und TV 
wiedergegeben. 

Es verdient erwahnt zu werden, daB nach dieser Zeit das py des Schlauch 
inhaltes, trotz der VorsichtsmaBnahmen, etwas unterhalb 7 gesunken war. 
Die dialysierte Lésung, in welcher sich viel Niederschlag ausgeschieden hatte, 


Tabelle Lil. Das Wirkungsvermégen des dialysierten Glycerin- 
auszuges aus Kaninchen-Nieren fiir bestimmte Di- und Tri- 
peptide und sein Verhalten gegen bestimmte Metalle. 

Bei diesen Versuchen wurde die 20 fache der in Tabelle I angewandten Menge 
benutzt, also das Doppelte der aliquoten Menge. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusatz ss 

LG. AG. GA. aa. LGG. AGG. GGG. 

0,46 0.27 0,41 0,05 0.80 1,28 0.80 
do phi a 0,80 0,37 0,39 0,20 1,23 
| higaiete das et ad 1,48 0,22 0,40 0,40 1,37 
a ieee ye RCS a 0,69 0,23 0,36 0,44 0,87 
By eee 0,70 0,23 0.51 0,10 0.74 
Mn + Cystein .. 1,54 0.59 0.46 0.40 1.50 
Cystein ........ 0,10 0,62 


1 Note | wie auf vorhergehender Seite. 
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‘Tabelle 1V. Das Wirkungsvermoégen des dialysierten Glycerin- 
auszuges aus Meerschweinchen-Lebern fiir bestimmte Di- und 
Tripeptide und sein Verhalten gegen bestimmte Metalle. 
Bei diesen Ansatzen wurden alijzuote Teile der in Tabelle Il angegebenen 
Mengen benutzt. 





Spaltung (cem n/20 K OH) 


Zusatz 
LG. AG. GA, GG. LGG, AGG. GGG 
. 0,20 0,55 0,88 0,24 0,53 0,50 0,42 
| Te ee aes 0,42 0.63 | 0,43 0,23 1,00 
2 Se 0,82 0,20 0,40 0.62 1,44 
ate asics ate ae 0.23 0.16 O51 0,90 0.61 
BOG ae oe oR 0,66 0.65 0,99 O12 O57 
Mn +- Cystein .. 0,64 0.26 0.18 0,15 1,18 
Cystem ........ 0,05 0.35 


wurde sofort auf py = 8 eingestellt, das Volumen aut das Zehntache der ange 
wandten Menge Glycerinauszug gebracht und auf der Zentrifuge geklart 
Merkwiirdigerweise sank das py beim Stehen im Kiihlschrank immer wieder 
merklich. Da die Amino-peptidasen sehr séiureempfindlich sind, mag dieses 
Absinken des py wahrend des Stehens mit ein Grund sein fiir die Schwachung 
der peptidatischen Wirksamkeit dialysierter Lésungen schon nach kurzem 
Aufbewahren in der Kalte. Um das Absinken des py zu verhindern, wird 
man nicht mit Lauge, sondern mit Phosphatpuffer alkalisieren. Wir haben 
dies nicht getan, um jeglichen Einflu8 von seiten der Phosphationen auf 
die Metall-Aktivierung der Peptidasen auszuschlieBen. 

Um die Verainderungen des peptidatischen Wirkungsvermégens 
durch die Dialyse feststellen zu kénnen, sind die Ergebnisse in Tabelle IT] 
mit denen in Tabelle I, die in Tabelle [IV mit denen in Tabelle II zu 
vergleichen. Dabei ist unschwer abzulesen, da} sich das anfangliche 
Wirkungsvermégen bzw. das Spaltungsverhaltnis teilweise sehr stark 
gedndert hat. Wohl hat die Wirksamkeit der dialysierten Ausziige 
mit Ausnahme der des Leberauszuges gegeniiber LGG. allgemein 
eine Schwachung erfahren, aber, und das ist das Entscheidende, diese 
ist gegeniiber den einzelnen Substraten nicht gleich groB: am gréBten 
ist sie yegentiber AG., GA. und GG., viel geringer gegeniiber LG.. 
LGG. (Nierenauszug), AGG. und GGG. Besonders deutlich tritt diese 
, auswahlende* Schwaichung des Wirkungsvermégens beim dialysierten 
Kaninchennieren-Auszug hervor. Deshalb ist gerade bei diesem das 
urspriingliche Spaltungsverhiltnis sehr stark verschoben, und zwar 
zugunsten der LG.-, LGG.-, AGG.- und GGG.-Spaltung. Besondere 
Beachtung verdient das Verhaltnis LG.- : LGG.-Spaltung im Rohauszug 
und im dialysierten Auszug. Beim dialysierten Leberauszug (Tabelle TV) 
ist dieses gegeniiber dem beim Rohauszug (Tabelle LL) sehr deutlich 
zugunsten der LGG.-Spaltung verschoben. 

Was den EinfluB der verschiedenen Metalle auf die Wirksamkeit 
der dialysierten Ausziige betrifft, so ist er im wesentlichen derselbe 
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geblieben. Auf einige Abweichungen sei besonders hingewiesen. Wie 
schon hervorgehoben, vermag Zink beim Meerschweinchenleber-Auszug 
die LG.-Spaltung etwas besser zu férdern als Mangan, beim dialysierten 
Auszug (Tabelle [V) aber zeigt sich Mangan dem Zink iiberlegen, so 
wie es bisher bei der Mehrzahl der Rohausziige auch der Fall war. 
Bei der LGG.-Spaltung in Tabelle IL sind Magnesium und Mangan 
gleichwertig, nach der Dialyse wirkt Mangan besser als Magnesium. 


Aus diesen Ergebnissen leiten wir ab: 1. daB LG. von einem anderen 
Enzym als AG., GA. und GG. zerlegt wird, 2. daB AG., GA. und G&G. 
nicht vom gleichen Enzym wie AGG. und GGG. angegriffen und 3. dali 
LG. und LGG. nicht von ein und demselben Enzym gespalten werden. 


3. Aceton-Fallung. 

Auf Zusatz beispielsweise von 3 Teilen Aceton, Methyl- oder Athy|- 
alkohol zu den mit Wasser verdiinnten Glycerinausziigen lassen sich 
Praparate gewinnen, deren amino-peptidatisches Wirkungsvermégen 
von dem der Ausziige sehr abweicht. Methyl- und Athylalkoho! 


Tabelle V. Darstellung eines Peptidasenpraparates aus 
Kaninchennieren-Auszug mit 3 Volumen Aceton. 


Beispiel: 10 cem Glycerinauszug wurden mit 40 cem Wasser verdiinnt, die 
Lésung wurde sofort auf py etwa 8 eingestellt und bei 0° mit 150 cem tief- 
gekiihltem (saéurefreiem) Aceton vorsichtig versetzt. Man trennte den 
ziemlich rasch sich bildenden Niederschlag nach einer halben Stunde ab, 
suspendierte ihn in Wasser, stellte das py auf etwa 8, klarte, wobei viel 
Niederschlag ungelést blieb, kiihlte stark und fallteerneut mit 3 Volumen tief- 
gekiihltem Aceton unter Zusatz von wenig Natriumacetat. Der Nieder- 
schlag, auf der Zentrifuge abgetrennt, wurde in Wasser gelést, das pq auf 8 
gestellt, das Volumen auf 40cem gebracht und die triibe Lésung durch scharfes 
Zentrifugieren geklart. Klare, weingelbe Lésung. Versuchsbedingungen 
wie iiblich. Die gepriiften Mengen Praparat sind den in Tabelle [ an- 
gegebenen aliquot. Die Spaltungswerte lassen sich also ohne weiteres 
miteinander vergleichen. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusatz RT A OEE EEE ECR ET SRM TT ae oe 
LG. AG. Ga. LGG, AGG. GGG. 
0.24 0,05 0.09 O27 0.04 0,02 
Ee ogee 0,80 0,07 0,85 - 
OR es geo inten 1,40 0,12 | Be 0.24 O10 
WR 5S pene aa 0,20 0.16 0.17 0.26 O15 
MR is Scie eiho 0,37 0,10 0,00 0),22 
Mn + Cystein . 0,99 0.65 


Die Bestimmung der Wirksamkeit gréBerer Mengen des Praparates 
gegeniiber AG. in Gegenwart von Magnesium und gegeniiber GG. in Gegen 
war von Kobalt ergab folgendes: Mit der dreifachen der in Tabelle V an 
gewandten Menge betrug der Aciditatszuwachs bei AG. 0,25, bei GG. 0,36 cem 
n/20 KOH, mit der zehnfachen 0,88 bzw. 1.20 cem n/20 KOH. 
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Tabelle VI. Darstellung eines Peptidasenpraparates aus Meer- 
schweinchenleber-Auszug mit 3Volumen Aceton, sein Wirkungs- 
vermoégen und dessen Verhalten gegen bestimmte Metalle. 
Beispiel: Darstellung und Mengen wie im Beispiel der Tabelle V. Die dabei 
gemachten Beobachtungen waren den dortigen gleich. Versuchsbedin- 
gungen wie iiblich. Die angewandten Mengen des Priparates waren doppelt 
so groB wie die in Tabelle Il, nur die im LGG.-Ansatz benutzte war der in 
Tabelle I] aliquot. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusatz catia Siieliie aapecstibassibsidecspiattealindads iil 
LG. AG. GA. Ga, LGG. AGG. GGG. 
Q.55 1,15 1,32 0.25 0.40 0,08 0,00 
See 0,93 1,29 1,22 0,50 1,20 0,10 0,04 
BS ed Bee 6a 1,22 0,38 0,68 1,02 1,31 0,10 0,03 
ee A sae 0,46 0,26 0,50 1,25 0,50 O15 O10 
ae Oi eee 1,08 1,35 1,47 0.09 0,50 
Mn + Cystein .. 1,09 0.35 0,42 0,31 1.10 


schadigen die Wirksamkeit am starksten, mit Aceton erhalt man die 
wirksamsten Praparate. In Tabelle V und VI beschreiben wir die 
Wirksamkeit je eines mit 3 Volumen Aceton aus dem Leber- und Nieren- 
Auszug in der Kalte aus- und nochmals umgefallten Praparates gegen- 
iiber Di- und Tripeptiden und den EinfluB bestimmter Metalle auf 
diese. 

Beim Vergleich der Werte in Tabelle V mit denen in Tabelle L geht 
ohne weiteres hervor, das bei der Acetonfallung das Wirkungsvermégen 
fiir AG., GG., AGG. und GGG. stark irreversihel geschddigt wird, wihrend 
das fiir LG. und LGG. keine Einbufe erfahrt. Daraus laBt sich ableiten, 
daB AG. und GG. nicht vom gleichen Enzym wie LG., AGG. sowie 
GGG. nicht vom gleichen Enzym wie LGG. gespalten werden. 

Die Werte in Tabelle VI miissen mit denen der Tabelle IL verglichen 
werden, wobei hier noch die angewandten Mengen Praparat mit zu 
beriicksichtigen sind. Dann besagt der Vergleich folgendes: Im Aceton- 
Praparat gleicht das Spaltungsverhaltnis LG.: AG.: GA... trotz des 
Wirkungsverlustes, noch dem urspriinglichen weil er fiir diese Dipeptide 
gleich groB (ungefahr 50°/) ist. Da die Wirksamkeit gegeniiber GG. 
aber noch starker geschadigt ist, hat sich das Spaltungsverhaltnis 
zuungunsten der GG.-Spaltung verschoben. Bemerkenswerter sind die 
Veranderungen beim Verhaltnis LG.-: LGG.-Spaltung und LGG.. 
>AGG.-: GGG.-Spaltung: beide sind stark bzw. sehr stark zugunsten der 
LGG,.-Spaltung verschoben. Der EinfluB der Metalle auf die Wirksam- 
keit des Aceton-Praparates hat sich nur wenig geandert : Beachtenswert 
ist, daB, wie beim dialvsierten Auszug, so auch hier die LG.-Npaltung 
(zum Unterschied von der des Rohauszuges) durch Mangan besser als 
durch Zink geférdert wird und bei der LGG.-Spaltung Mangan dem 
Magnesium wieder iiberlegen ist. 
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Vergleicht man die Spaltungswerte der beiden Aceton-Praparate 
inden Tabellen V und VI miteinander, so springen die sehr betrachtlichen 
Unterschiede ihres Wirkungsvermégens sofort ins Auge, so daB eine 
nihere Besprechung tiberfliissig erscheint. 


4. Fraktionierte Aceton-Fallung. 

Gewinnt man z. B. aus dem Kaninchennieren-Auszug anstatt 
durch Zusatz von 3 Volumen Aceton — die bei allmihlicher Steigerung 
der Aceton-Konzentration ausfallenden Niederschlige und priift ihr 
amino-peptidatisches Wirkungsvermégen, so zeigen sie das in Ta- 
belle VIL wiedergegebene. Danach besitzt nur der bei ungeféihr 74°, 
Aceton gewonnene Niederschlag noch fiir LG. und LGG. ein gutes 
Spaltungsvermégen. Das Praparat gleicht demnach dem in Tabelle V 
beschriebenen, nur ist jenes reiner. 


Tabelle VIL. Acetonfraktionierung eines Kaninchennieren- 
Auszuges. 
Beispiel: 10cem des in Tabelle 1 ausgewerteten Glycerinauszuges aus 
Kaninchennieren, mit 5 Tropfen n NaOH und Wasser auf 50 ccm verdiinnt, 
versetzte man bei 0° mit 50 cem tiefgekiihltem Aceton und lieB iiber Nacht 
im Kiihlschrank bei + 2° stehen. Die starke Triibung wurde hochtourig 
abgeschleudert, der Bodensatz gelést, alkalisiert, auf 50 cem gebracht und 
geklairt (Fraktion I der Tabelle). Die Mutterlauge wurde in der Kalte mit 
weiteren 50 cem Aceton versetzt, worauf ziemlich rasch ein feinflockiger 
Niederschlag auftrat, der alsbald abgetrennt, in 50cem Wasser geldést 
(py etwa 8), gut gekiihlt und umgefallt wurde. Das Volumen der Lésung des 
Niederschlages (in Tabelle als Fraktion Ll bezeichnet) war nach dem Klaren 
und Alkalisieren 50 cem. Die Mutterlauge engte man im Vakuum stark ein 
und fiillte das Konzentrat auf 50 ccm auf. — Die im Spaltungsversuch be- 
nutzten Mengen Auszug und Fraktion II entsprachen sich, von Fraktion | 
und der Mutterlauge wurden die doppelte Menge benutzt. Sonstige Be- 
' dingungen wie iiblich. 





LG. AG. Ga. LGG. AGG, GGG 

Priiparat: Mn Mg Co Mn — 

Avmeatig 3 oss 1,35 1.39 1,40 0,92 0,77 0,45 
Fraktion I.... 0,31 0,06 O11 014 0,01 0,02 
- Bsc 1,20 0,12 0,07 1,12 0,02 0,04 
Mutterlauge ... 0.03 0,00 0.02 0.04 0,00 0.01 


5. Ammonsulfat-Fallung und Dialyse. 


Durch Zusatz von 3 Volumen gesattigter Am,SO,4-Lésung zu den 
mit Wasser verdiinnten Nieren- und Leber-Ausziigen wird — im Gegen- 
satz zur Aceton-Fallung — der Peptidasenkomplex ohne gréBeren Verlust 
ziemlich vollstindig ausgesalzen. Auch hierbei wird (wie bei der Aceton- 
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Fallung) ein groBer Teil der KiweiBstoffe der Glycerinausziige denaturiert 
und wnldslich, selbst wenn man die Fallung in der Kalte vornimmt. Die 
Beispiele hierfiir finden sich in den Tabellen VILL und LX. 


Tabelle VIII. Amino-peptidatisches Wirkungsvermoégen des 
durch 38 Volumen Am,SO,-L6ésung aus dem Kaninchennieren- 
Auszug ausgesalzenen Praparates. 

Beispiel: 20 cem Glycerinauszug, mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt (py 
etwa 8) wurden in der Kalte mit 300 ccm kaltgesattigter Am, SO,-Lésung 
(py etwa 8) versetzt. Nach dem Stehen iiber Nacht im Kiihlschrank bei 

2° wurde der Niederschlag abgeschleudert (10000 U/min), in Wasser 

suspendiert, alkalisiert (py etwa 8), gut verriihrt und die Lésung vom 

Ungelésten getrennt. Volumen 50 cem. Es wurde nochmals gefallt. Volumen 

der klaren Endlésung 100 cem, py 2: Auswertungsbedingungen wie 

iiblich. Die bei den einzelnen Substraten angewandte Menge Lésuny 
entspricht der in Tabelle I. 





Spaltung (ecm n/20 K OH) 


Zusatz 
LG, AG, GA. Ga. LGG. AGG. Gaa, 
0,51 0,97 utd 0,26 0,40 0.65 O44 
I erste pa 0,94 1,30 0,81 
Mca oink cies 1,10 0,80 1,00 
REA Spare 1,19 —_ 
| area hare saan 0,88 0,90 1,09 0,36 


Tabelle IX. Wirkungsvermégen des Am,SO,-Niederschlages aus 
dem Meerschweinchenleber-Auszug. 
Beispiel: 20cem vom Glycerinauszug aus Meerschweinchenlebern, mit 
80 eem Wasser verdiinnt und vom py etwa 8, werden genau so aufgearbeitet, 
wie dies fiir das Beispiel in Tabelle VIII angegeben ist. Endvolumen 
100 cem, Pu 8. 
entsprechenden Mengen Lésung angewandt. Sonstige Bedingungen wie 
iiblich. 


Im Spaltungsversuch wurden die den in Tabelle 1 





Spaltung (ecm n/20 K OH) 


Zusatz - : 
LG. AG. GA. ad, LGG. AGG, Gag, 
0,60 1,20 1,07 0.30 O.5D O88 (0.49 
| Creer 0,87 1,40 0.90) 
| ENE 1,22 0,98 1,22 
Mee re he Secs 0.95 1,05 1.40 0.10 0.49 


Dialysiert man die Priaparate der Tabellen VILL und LV 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur aus Cellophanschliuchen gegen destilliertes 
Wasser vom pu etwa 8, um die Hauptmenge des noch anhaftenden 
Ammonsulfats zu beseitigen, so zeigen sie das in den Tabellen X und XL 
wiedergegebene Wirkungsvermégen. 
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Tabelle X. Wirkungsvermégen des dialysierten Am, 5O,-Pra- 
parates der Tabelle VIII. 
Beispiel: 75cem der im Beispiel der Tabelle VIII dargestellten Loésung 
wurden unter Toluol gegen 5 Liter alkalisiertes, destilliertes Wasser dialysiert. 
Das px des Schlauchinhaltes war danach trotzdem etwas unter 7 gesunken: 
es wurde sofort auf 8 eingestellt, die Lésung geklart und das Volumen auf 
150 cem gebracht. Die untersuchten Mengen dialysierter Lésung sind 
denen in Tabelle | und VIII aliquot. Sonstige Bedingungen wie iiblich. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusatz BROT G 3s ROME LAI A PETA a CP SoA De 
LG. AG. GA. GG LGG. AGG. GGG. 
0,33 0,25 0,35 0,10 0,40 0,52 O41 
ER Rtiaeco eine 0,81 0,33 0,72 
appt 1,06 0,12 1,10 
pee teat ea | 0,26 
BREA ekese 0,62 O24 0,44 | 0.30 


Tabelle XI. Wirkungsvermégen des dialysierten Am,SO,-Pra- 
parates der Tabelle IX. 
Beispiel: 75 cem der im Beispiel der Tabelle [LX gewonnenen Lésung wurden 
unter den gleichen Bedingungen wie die in Tabelle X dialysiert. End- 
volumen 150 cem, px 8. Die gepriiften Mengen der dialysierten Lésung 
sind denen in Tabelle IT und IX aliquot. Sonstige Versuchsbedingungen 
wie tiblich. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusatz PS ie Nea OL nN Soeliiecadiile SOR ee. ela 
LG. AG. GA. Ga. LGG. AGG. | GGG. 
0,35 1,04 1,07 0,20 0,37 0,80 0.41 
ae yergeta 0,85 1,30 0,70 
aa Mma ea aa tah age 1,24 0,68 1,10 
Reise UES 1,10 - 
Se ee ea 1,10 1.16 1,36 0,35 


Den Ergebnissen in den Tabellen VILL und XI kann folgendes ent- 
nommen werden: Das Wirkungsvermégen der Am,SO,-Praparate fiir 
die Di- und Tripeptide gleicht noch ungefahr dem der Leber- und Nieren- 
Ausziige. Die geringe Abschwichung des LG.- und GG.-Spaltungs 
vermégens des Praparates aus dem Kaninchennieren-Auszug und des 
GG.- und LGG.-Spaltungsvermégens des Praparates aus dem JMeer- 
schweinchenleber-Auszug hat kaum einen EinfluB auf das Spaltungs- 
verhiltnis. Nach der Dialyse der Praparate aber zeigt das aus dem 
Nieren-Auszug stammende ein stark verdndertes Wirkungsvermégen, das 
dem des dialysierten Auszuges und des Aceton-Praparates nahekommt 
bzw. zwischen beiden steht, wihrend das aus dem Leber-Auszug_ be- 
reitete Praparat im groBen und ganzen noch das urspriingliche Wirkungs- 


vermogen besitzt. 
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Wir haben die durch 3 Volumen Am,S O,-Lésung ausgefallten und 
dialysierten Praparate etwas naher auf ihr Verhalten gegen bestimmte 
Metalle und die Kombination Mangan -} Cystein untersucht. Die 
Ergebnisse dieser Versuche finden sich in den Tabellen XIL und XIII 


Tabelle XII. EinfluB bestimmter Metalle auf die LG.- und LGG..- 
Wirksamkeit des Priparates der Tabelle X. 
Es wurden im 5-cem-Ansatz 0,60 cem der dialysierten Lésung angewandt. 
Sonstige Versuchsbedingungen wie tiblich. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusatz Metall-Konzentration =. 

LG. LGG. 

0.37 0.44 
RN icciviart's.ce kok Anco 100 O81 0,85 
_ BART IE ae nen par, bie L000 1.10 1 21 
RR cats arc kiwidis wept een LOOO 0.48 O54 
rarer e eer LOO00 0.50 0.34 
Mn + Cystein ........ 1000 + 250 0,96 0,55 


Tabelle XIII. Einflu8B bestimmter Metalle auf das Wirkungs- 
vermégen des Praiparates der Tabelle XI fiir verschiedene 
Di- und Tripeptide. 

Es wurden die gleichen Mengen dialysierter Lésung benutzt wie in der 
Tabelle XI. Die Metall-Konzentration entsprach der in Tabelle XII. 
Versuchsbedingungen wie iiblich. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusatz aes le See Ua eal ce ae 

LG. AG. GA, GG. LGG. 

0,32 1.16 1.20 O16 0,40 
NPR acta ict a nbc a GS acess 0.91 1,22 1,23 0.22 0,82 
ae pnteeelea Se Ge ater ag es 1,26 0.37 0.74 1.00 1,12 
Me Mie oe gan Pee 0,48 0.20 0,90 1.20 0.46 
aR crea ese pet 2h ae 1,22 1,18 1,54 O10 0,38 
Mn + Cystein .......... 0,90 0,81 


Danach wird auch die Wirksamkeit reinerer Praparate gegentiber 
hestimmten Di- und Tripeptiden durch bestimmte Metalle noch gesteigert, 
durch andere mehr oder minder gehemmt. Die Wirksamkeitssteigerung 
ist gegentiber den einzelnen Substraten sehr verschieden: gegeniiber GG. 
ist sie am kraftigsten, auch gegeniiber LG. und LGG., ist sie noch be- 
achtlich, gering oder kaum angedeutet ist sie dagegen gegentiber AG. 
und GA. Diese Angaben besitzen allgemeinere Giiltigkeit, denn die 
Mehrzahl der bisher untersuchten Ausziige und Praparate hat sich in 
bezug auf Steigerung ihrer Wirksamkeit durch Metalle so verhalten. 
Es ist wahrscheinlich, daB die Trager der Wirksamkeit, die am wenigsten 
gesteigert wird, dem vollaktiven Zustand sehr viel naher sind als die 
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anderen. Infolgedessen ist auch die ,,natiirliche’* Wirksamkeit der 
Ausziige und Praparate gegeniiber AG., GA. (und GL.) sehr viel gréBer 
als gegeniiber LG. und besonders GG. 

Es soll auch hier nochmals auf das verschiedene Verhalten det 
LG.-Spaltung gegen Mangan und Zink (Tabellen XII und XIII) hin 
gewiesen werden. Daf Zink dem Mangan iiberlegen sein kann, fanden 
wir erst kiirzlich bei dem hier benutzten Meerschweinchen-Leberauszug 
Mittlerwei'e haben sich die Beispiele vermehrt, aber bisher war immer 
noch in der Mehrzah! der untersuchten Falle das Mangan dem Zink 
auch bei der LG.-Spaltung durch Glycerinausziige tiberlegen. Doch 
verdienen die Ausnahmen davon besondere Beachtung, weil von ihre 
Seite aus vielleicht noch am ehesten Licht auf die Rolle fallt, weleh: 
die Metalle bei der amino-peptidatischen Wirksamkeit spielen. 


6. Ammonsulfat-Fraktionierung. 

Wie im vorstehenden gezeigt wurde, gleicht das Spaltungsverhaltni- 
LG.: AG.: GA.: GG.: LGG.: AGG.: GGG. der aus dem Nieren- wie 
Leber-Auszug mit 3 Volumen Am,SO,-Lésung ausgefallten Praparate 
noch ziemlich dem der Ausziige. Fraktioniert man diese Praparate mit 
Ammonsu'fat, so gewinnt man Praparate mit sehr mannigfaltigem 
Spaltungsverhaltnis. 

Beispiel einer Am.SO,-Fraktionierung des Kaninchennieren-Aus 
zuges. Um Wiederholungen zu vermeiden, sei folgendes vorausgeschickt 

Die Fraktionierung wurde nach Méglichkeit bei ¢ = -+ 2° und py etwa s 
durchgefihrt. Obwohl auch die gesiattigte Ammonsulfat-Lésung mit 
Ammoniak auf py etwa 8 eingestellt wurde, lag das py der geldsten 
Niederschlaige immer etwas unter 7. Es wurde deshalb vor der Weiterfalluny 
auf 8 gebracht. Bei den Fallungen wurde viel Eiweif denaturiert. Da auch 


die End'ésungen noch zum Teil stark getri.bt waren, muBten sie auf der 


Zentrifuge bei 10000 U/min geklirt werden. Zur Abtrennung der Niede: 
schlage benutzten wir eine wassergekihlte Zentrifuge. 

* 20 cem Kaninchennieren-Auszvg wurden mit 80 cem Wasser ver 
diinnt, a‘kalisiert und mit 300 cem Ammonsu'fatlésung versetzt. Der 
nach ungefaihr 20stiindigem Stehen abgetrennte Niedersch'ag wurd: 
unter den gleichen Bedingungen umgefa'lt. Er ist nur teilweise léslic/ 
Endvolumen 100 cem (in Tabelle XIV mit Praparat I bezeichnet 
80cem des Praparates I versetzte man mit dem gleichen Volume: 
Ammonsulfatlésung, trennte den Niedersch'ag nach dem Stehen iiber 
Nacht auf der Zentrifuge ab, léste usw. und fa!!te ihn um. Endvolume: 
40 ccm (in Tabelle XIV mit Praparat IL bezeichnet). Zur Mutte: 
lauge fiigte man ein weiteres Volumen Ammonsu'fat!ésung hinzi 
sch'euderte die entstehende Ausfiockung nach einigen Stunden ab 
léste und fallte diese um. Endvolumen 40 ccm (in Tabelle XIV mit 
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Tabelle XIV. Auswertung der bei der Ammonsultfat- 
Fraktionierung des Kaninchennieren-Auszuges angefallenen 
Praparate. 

Versuchsbedingungen: Beim Praiparat I wurde das Fiinffache, bei den 
Praparaten IT, IT] und IV das Zehnfache, beim Praparat I Dia. das Zehnfache 
und beim Praparat IT Dia. das Zwanzigfache der in Tabelle I angegebenen 
Mengen gepriift. Sonstige Bedingungen wie iiblich. 





Spaltung (cem n,20 KOH) 


Priiparat Zusatz 
LG. AG. Ga. LGG. AGG. GaGa. 
Auszug 
vel. Tabelle I 
0,47 O85 0,25 0,48 0,77 0,70 
Beteanes 1 | Mg 0,82 1,06 0.30 0,78 O97 0.60 
rapara | Mn 1,20 0.47 0.71 1.17 1,09 0,68 
Co 0,28 0,36 1,30 0,54 1,12 1,00 
| 0.65 O92 O40 0,41 1,21 0,85 
. My O85 1,20 0.40 
rot ee Mg R 92 : 
Praparat II | Mn 1,10 0,56 1,80 0,40 0,90 
Co O13 2,10 1,35 1.10 
| Q.32 0,70 O10 O71 1.04 OSI 
a Mg 0,75 0.86 1,00 
= < < = . . , 
Praparat LII | Mn 1,09 0.30 0,45 1.24 1.11 
| Co . 0.15 0,60 1.20 
| O16 0,25 0,04 0,40 O54 O45 
. Mg 0.80 0.40 , 0.90 
“a Mg ‘ ; ‘ 
Praparat I\ | Mn 1,03 0,10 0,08 1,10 0,68 
Co - 0,12 0,72 
0.36 0,06 0,05 0,36 O64 O80) 
Z : Mg 0.70 0.12 0.70 
eee ; Mg 8 12 > 
Praparat I Dia. | Mn Vid 015 0.20 110 0.70 
Co . 0,25 : 1.00 
. 0.53 0,20 0.26 O30 1.00 O45 
: , Mg O.75 0.20 0.33 
Inet na rs . Me ’ Pr 5 
Praparat IT Dia. | Mn 112 0.70 041 
Co — - 1,00 - 


Praparat [II bezeichnet). Zur Mutterlauge (2/, gesattigt) gab man ein 
drittes Volumen Ammonsu!fatlésung, zentrifugierte die ausgeschiedenen 
Flocken nach dem Stehen tiber Nacht ab und fillte sie um. End!ésung 
40 ccm (in Tabelle XIV mit Praparat IV bezeichnet). 

20 ecm der Praparate I und IT wurden aus einem Cellophansch!auch 
unter Toluol bei Zimmertemperatur 24 Stunden gegen 5 Liter destilliertes 
Wasser vom px etwa 8 dialysiert. Der Schlauchinhalt wurde a'kalisiert, 
auf 40 cem gebracht und gek'art (in Tabelle XIV mit Praparat I Dia. 
bzw. II Dia. bezeichnet). 

Die Werte in Tabelle XTV sind trotz ihrer Mannigfaltigkeit so klar 
und eindeutig, daB ihre besondere Besprechung, die wegen der vielen 
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Hinweise nur uniibersichtlich ware, unnétig erscheint. Thre ver- 
gleichende Betrachtung erweist erneut die Berechtigung unserer aus den 
vorausgehenden Versuchen abgeleiteten SchluBfolgerungen. Weniger 
beweisend waren die bisherigen Ergebnisse fiir die Annahme, daB LG. 
und LGG. von zwei verschiedenen Enzymen gespalten werden. Dab 
dies der Fall ist, geht zweifelsohne aus dem sehr wechselnden Ver- 
haltnis hervor, in dem die einzelnen Fraktionen LG. und LGG., spalten. 


Tabelle XV. Auswertung der beider Ammonsulfat-Fraktionierung 
des Meerschweinchenleber-Auszuges gewonnenen Praparate. 
Es wurde von 20 cem Glycerinauszug ausgegangen. Volumen der Fraktionen 
100 cem. Dementsprechend wurde das Fiinffache der in Tabelle II an- 
gegebenen Menge in den Verdauungsansatzen angewandt. Sonstige Versuchs- 
bedingungen wie in Tabelle II. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Priiparat i Bee i ohio % . 
LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. 
Auszug 
vgl. Tabelle I 
O.14 1,24 O34 0,60 0,77 0,42 
Praparat | Mg 0,77 1,30 0,37 1,14 0,74 0,51 
| Mn 1,24 0,40 1,00 1,49 0,84 0,48 
Co 0,37 O17 1,60 0.51 1,23 0,61 
0.53 1,40 0,20 0,25 0,37 0,12 
Praparat II | Mg 0,71 1,46 0,55 
| Mn 1,02 0.57 0,58 0,42 
Co O18 1,20 0,52 
O37 0,50 0,03 0,72 0,73 O57 
Praparat I] | Mg 0,65 0,57 1,40 
| Mn 0,75 0,33 1,88 0,83 
Co 0.43 
. 0.04 0,00 0.01 0.20 O15 0.00 
Praparat IV | Mg 0,16 — 0,52 0,22 
Mn O17 0,02 O58 
| Co 0,06 


Beispiel fiir die Am SO,-Fraktionierung des Meerschweinchen 
Leberauszuges. Diese Fraktionierung fiihrten wir genau wie beim 
Nieren-Auszug durch. Nennenswerte Unterschiede traten dabei nicht 
auf. Die Bezeichnung der Praparate ist hier die gleiche wie im vorigen 
Beispiel. 

Die Angaben in Tabelle XV, die ohne weiteres mit denen in Ta 
belle II verglichen werden kénnen, besagen im wesentlichen das gleiche 
wie die in Tabelle XIV. Die Verschiebung des Spaltungsverhaltnisses 
LG. : LGG. ist hier noch deutlicher als dort. Da8B das Verhaltnis der 
LG.-: AG.-: GG.-Spaltung nach der Dialvse des Praparates I zum 
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Unterschied vom dialysierten Praparat I in Tabelle XIV noch so 
ziemlich dem anfanglichen des Auszuges und Praparates entspricht, 
war nach den Ergebnissen z. B. in Tabelle XI zu erwarten. 


B. Versuche mit Glycerinausziigen aus Rattenlebern. 

Die Ergebnisse dieser Versuche gleichen im wesentlichen denen der 
Versuche mit dem Kaninchennieren-Auszug, obwohl das amino-pepti- 
datische Wirkungsvermégen der Ausziige sehr deutlich voneinander 
abweicht. 

lL. Glycerinauszug. 

Die Werte fiir die Wirksamkeit des einen Rattenleber-Auszuges 
gegeniiber verschiedenen Di- und Tripeptiden und iiber den Einflu8 
bestimmter Metalle auf diese sind in Tabelle XVI wiedergegeben: die 
Werte fiir den anderen Auszug finden sich in Tabelle XX. 


Tabelle XVI. Das Wirkungsvermégen eines Glycerinauszuges aus 
Rattenlebern fiir verschiedene Di- und Tripeptide und der 
Einflu8 bestimmter Metalle auf dieses. 

Es wurden bei allen Ansatzen (5cem) 0,06cem des Auszuges benutzt. 
Sonstige Bedingungen wie in Tabelle I. 





: Metall- Spaltung (eem n/20 K OH) 
Zusatz Konzentration ~ ‘ 
LG. AG. GA. GG, LGG. AGG.’ GGG. 
0,45 | 0,60 | 0,71 | 0,08 | 0,72 | 0.58 | 0,47 
a ee 100 O81 0,94 0.69 0.22 1,24 
eer L000 1,28 | 0,58 | 0,61 | 0,36 | 1,36 
RMN Se oe wk sa on 1000 0.48 | O34 0.61 0.64 0.77 
| RES RAS iis 10000 0,79 | 0,36 | 0,33 | 0,10 | 0,99 
Mn+ Cystein 1000 +125 1,01 049 O16 O18 1,40 
Cystein ..... 125 0,30 0,10 020 0,05 0,70 


Den Spaltungswerten in Tabelle XVI kommt einige Bedeutung 
zu, weil sie zeigen, daB dieser Auszug, der erste in seiner Art unter vie'en, 
LG. besser als AG., GA. und GG. zu spa'ten vermag. Auch der andere 
Rattenleber-Auszug besitzt diese Fahigkeit, und zwar noch deutlicher 
als der erste. Ob dieses Spaltungsverhaltnis typisch fiir das Amino- 
peptidasen-System der Rattenleber-Zellen ist oder nur ein zufalliges 
war, mu noch gepriift werden. In bezug auf den EinfluB verschiedener 
Metalle auf die Wirksamkeit dieser Ausziige sind einige Befunde von 
Interesse: 1. Die LG.-Spaltung wird durch Zink weniger gefdrdert als 
durch Mangan. (Auch beim zweiten Ratten'eber-Auszug ist dies der 
Fall.) 2. Im Gegensatz zu seiner férdernden Wirkung in den Tabellen I 
und If hemmt hier Zink die AG.- und GA.-Spaltung merklich. (Bei 
keinem anderen Metall haben wir bisher ein solches Schwanken seines 
Einflusses beobachtet.) 3. Mangan vermag nicht nur die Hemmung 
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der LG.-Spaitung durch Cystein aufzuheben, sondern dartiber hinaus 
noch die Wirksamkeit so stark zu steigern, daB in diesem Falle die 
Kombination Mangan + Cystein fast besser wirkt als das Metall allein. 


2. Dialyse des Rattenleber-Auszuges. 

Nach einer dreitagigen Dialyse des Rattenleberauszuges aus einem 
Cellophanschlauch unter Toluol bei Zimmertemperatur gegen schwach 
alkalisiertes, destilliertes Wasser besaf er das in Tabelle XVII wieder- 
gegebene Wirkungsvermégen. 


Tabelle XVII. 
Das Wirkungsvermégen des dialysierten Rattenleber-Auszuges. 
Es wurden 10 cem Auszug dialysiert; Endvolumen der dialysierten Lésung 
nach dem Klaren und Einstellen des pq auf 8 100 cem. In allen Ansitzen 
wurden 0,60 cem Lésung angewandt. 





Spaltung (ccm n/20 K OH) 


Zusatz FE SNS TT FATAL RE TY EIR aR 
LG. AG. GA. GG. LGG. AGG, GaGa. 
0,30 0,04 0,00 0,00 {| 0,49 0,35 0,00 
ER Ree rye 0.51 | 0,05 0,01 1,05 
RE er d 1,19 1,41 
Re ota ceha eats 0,02 
BOR Sia eRe Rp 0,55 0.02 0,00 0.52 


Das Wirkungsvermégen der dreifachen Enzymmenge (also 1,80 cem) 
fiir AG., GA. und GG. war folgendes: Bei AG. betrug der Aciditatszuwachs 
ohne Metall 0,00 mit Magnesium 0,12 cem, bei GA. ohne Metall 0,11, mit 
Zink 0,14, bei GG. ohne Metall 0,03, mit Kobalt 0,15 cem n/20 KOH. 


Das anfaingliche Spaltungsverhaltnis LG.: AG.: GA.: GG.: LGG. 
> AGG.: GGG. (Tabelle XVI) ist im dialysierten Rattenleber-Auszug 
(Tabelle XVIT) stark verschoben, und zwar durch die weitgehende 
Schidigung des AG.-, GA.-. GG.- und GGG.-Spaltungsvermégens 
zugunsten der LG.-, LGG.- und AGG.-Spaltung. 


3. Ammonsulfat-Fallung und Dialyse. 


Der mit 3 Volumen gesattigter Am,SO,-Lésung aus dem mit 
4 Teilen Wasser verdiinnten Rattenleber-Auszug unter den friiher be- 
schriebenen Bedingungen ausgefallte und nochmals umgefallte Nieder- 
schlag hatte das in Tabelle XVIII belegte Wirkungsvermégen. Im 
Verg'eich zu dem des Auszuges war es fiir AG., LGG. und AGG. nicht, 
fiir LG. kaum und fiir GA., GG. und GGG. nur wenig abgeschwacht. 
Das urspriingliche Spaltungsverhaltnis war deshalb ziemlich erhalten 


geblieben. 
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Tabelle XVIII. Das Wirkungsvermégen des mit 3 Volumen 
Ammonsulfat-Lésung aus Rattenlebern gewonnenen Pra- 
parates fiir verschiedene Di- und Tripeptide und der Einflutiy 
bestimmter Metalle auf dieses. 

Es wurde von l0cem Glycerinauszug ausgegangen; Endvolumen der 
Lésung des Praparates 50 cem. Deshalb wurden im Spaltungsversuch 
(5cem) 0,30 cem angewandt. Sonstige Versuchsbedingungen wie iiblich. 





Spaltung (ccm n/20 K OH) 


Zusatz P 

LG. AG, GA, GG. LGG. AGG, GGG, 

0.33 0.63 O46 O15 O56 0.60 O30 
ROE eae ae 0,68 0,88 0.40 (22 1.10 
| a ES 1,16 0,23 0.25 0,20 1,47 
Se oe ce oe ines O40 0,20 0,33 O35 OLDS 
| ati ge ee ee 0.32 0.36 0.51 0.08 O45 


Nach einer 48stiindigen Dialyse des Priparates unter den tiblichen 
Bedingungen besali es noch das in Tabelle XTX angefiihrte Wirkungs- 
vermégen. Danach war dieses fiir LG. und LGG. noch vollstandig, 
fiir AGG. noch zu ungefahr 2’, vorhanden und fiir AG., GA. und GG. 
fast verschwunden. Auch die dreifache Menge Praparat spaltete diese 
Dipeptide in Anwesenheit von Metall nicht besser. 


Tabelle XIX. 

Das Wirkungsvermégen des dialysierten Am,SO,-Priparates. 
Dialysiert wurden 30 cem des Praparates der Tabelle XVIII. Der Schlauch- 
inhalt, der auf 54 cem angestiegen war, wurde auf 60 cem gebracht (py S) 
Dementsprechend wurden 0,60 cem bei allen Spaltungsansatzen angewandt. 





Spaltung (cem n/20 K OH) 





Zusatz “i ve 
LG. AG. GA. GG. LGG. AGG, GaGa 
- O31 0,00 0.00 0.01 O30 O,44 (1s 
Me is Sa fe oak O49 0.17 (0,02 0,02 0,75 
SE RPE eer pee 1,24 O01 1,40 
eat ARR Ripe 0,35 0,04 0,28 
ME Ste dr heat O19 0.20 0.04 0.32 


4. Ammonsulfat-Fraktionierung. 

Zu dieser Fraktionierung benutzten wir einen anderen Rattenleber 
Auszug als bei den voranstehenden Versuchen. Sein Wirkungsvermégen 
(Tabelle XX) wich etwas von dem des ersten Auszuges ab: Es war 
namlich fiir AG., GA. und GG. in Ab- und Anwesenheit von Metall 
noch schwicher. Das Spaltungsverhaltnis war also hier noch mehr 
zugunsten der LG.-Spaltung verschoben. Zur Klarung der Rolle des 
Zinks bei der LG.-Spaltung ist wichtig, daB das Metall auf die von 
diesem <Auszug bewirkte LG.-Spaltung keinen férdernden  Einflul 

4* 
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austibte, wahrend es dies beim ersten Auszug immerhin noch tat, wenn 
auch da schon Zink dem Mangan unterlegen war. 

Fraktioniert wurde ein durch 3 Volumen Am, SO,-Lésung aus dem 
mit Wasser verdiinnten Glycerinauszug ausgesalzenes und umgefilltes 
Praparat, wobei genau so, wie im Beispiel der Tabelle XIV beschrieben, 
vorgegangen wurde. Im Gegensatz aber zu den dortigen Fraktionen 
zeigte hier nur die bei 2/, Sattigung ausfallende ein gréBeres Spaltungs- 
vermégen, und zwar im Vergleich zum urspriinglichen fiir AGG. und 
GGG. ein etwas besseres als fiir LG. und LGG. (Verlust etwas tiber 
50%), fiir AG., GA. und GG. aber so gut wie keins mehr. Die Wirksam- 
keit des Priparates gegeniiber LG. und LGG. wird durch Mg und Mn 
noch etwas kriaftiger gesteigert als die des Auszuges. 

In Tabelle XX finden sich die Auswertungen des Auszuges, des 
mit 3 Volumen Am,SO,-Lésung ausgefillten .,.Zwischenproduktes* 
und des aus diesem bei 2/, Am,SO,-Sattigung gewonnenen Priiparates 
sowie Angaben iiber den EinfluB bestimmter Metalle auf ihre Wirk- 
samkeit. 

Tabelle XX. Ammonsulfat-Fraktionierung eines Glycerin- 
auszuges aus Rattenlebern. 
Versuchsbedingungen wie iiblich. Im 5-cem-Spaltungsversuch wurden bei 
allen Substraten vom Auszug 0,06 cem, vom Praparat (3 Vol. Am,SO,) det 
aliquote Teil und vom Praparat (?/, Am,SO,-Sattigung) die doppelte 
Menge angewandt. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 
Priiparat | Zusatz |_ 





Le. | aG. | GA GG. | LGG. | AGG. | GGG. 

_- 0,56 0,10 | 0,34 | 0,04 1,00 0,66 | 0,43 
sate | Mg || 0,641 045: — | - 1,26 
Re. . axdivins | Mn 1,18 ae 0,28 1.38 
Zn 0,56 0,35 0,59 a 

0,28 | 0,08 | 0,35 | 0,02 | 0,43 0,64 | 0,38 
Praparat Mg 0,76 0,30 — a 0,92 
0,20 | 1,18 


Zn 0,30 0,23 | 0,42 — — 


= 0,18 0,07 O12 0,00 046 0,79 | 0,60 
Mg 0,61 0,10 -- -- 0,70 

Mn 0,86 0,03 1,14 

Zn 0,14 0,08 0,10 o _ 


(3 Vol. Am, SO,) | Mn 112); — 
Praparat | 
(?/, Am,SO,- 
Sattigung) | 


C. Versuche mit Hiihnerleber-Glycerinauszug. 
lL. Glycerinauszug. 

Das Wirkungsvermégen des Hiihnerleber-Auszuges, das in Ta- 
belle X XT belegt wird, unterscheidet sich sehr stark von dem der Ratten- 
leber-Ausziige und gleicht mehr dem der Kaninchennieren- und Meer- 
schweinchenleber-Ausziige. Die Wirksamkeit des Auszuges (ohne Metall- 
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zusatz) gegentiber AG. ist zehnmal, gegeniiber GA. fijafmal gréBer als 
gegeniiber LG. und die gegeniiber AGG. gréBer als gegeniiber LGG. 
und GGG. Nach Metallzusatz werden AG. und GA. nur noch fiinfmal, 
GG. aber nun zweimal rascher als LG. gespalten. Diese Verschiebung 
des Spaltungsverhaltnisses riihrt daher, weil die LG.- und besonders 
die GG.-Spaltung durch Metall (Mangan bzw. Kobalt) sehr viel kraftiger 
beschleunigt werden als die AG.- und GA.-Spaltung, die an sich (dh. 
ohne Metall) schon verhaltnismaBig groB sind. 

Was den férdernden EinfluB der Metalle auf die amino-peptidatische 
Wirksamkeit betrifft, so ist hier wieder bei der LG.-Spaltung Zink dem 
Mangan deutlich dherlegen (verliert aber diese Uberlegenheit im dialv- 
sierten Auszug!). Bei der LGG.-Spaltung zeigen sich Magnesium und 
Mangan gleichwertig (nach der Dialyse des Auszuges wirkt Mangan 
wieder besser als Magnesium). 


Tabelle XX1. Die Wirksamkeit eines Glycerinauszuges aus eine! 
Hithnerleber gegeniiber verschiedenen Di- und Tripeptiden und 
der Einflu8®B bestimmter Metalle auf diese. 

Ks wurden in den Spaltungsansatzen bei LG., LGG., AGG. und GGG. 0,10, 
bei AG. und GA, 0,02, bei GG. 0,04 cem Auszug angewandt. Versuchs- 
bedingungen wie tiblich. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Zusatz 
LG. AG. GA. Ga. LGG. AGG. Gaga, 
0.63 1,24 0.97 O44 1,19 1.34 O90) 
ee See 1.19 1,30 0.90 O37 1,66 
. Ee 1.36 0,66 045 0,80 1,65 
aR Fae Sa 0,53 0,21 (0) 64 1,20 1,18 
SE Se ea 1.48 1,35 1,16 O14 1,17 


2. Dialyse des Glycerinauszuges. 

Nach einer unter den iiblichen Bedingungen durchgefiihrten drei- 
tagigen Dialyse des Hiihnerleber-Auszuges fanden wir das folgende 
Wirkungsvermégen (siehe Tabelle XXII). 

Durch die Dialvyse wurde die Wirksamkeit gegeniiber LG., LGG. 
und GGG. nicht, gegeniiber AG., GA., GG. und AGG. leicht geschwacht. 
Dadurch ist das Spaltungsverhaltnis etwas zugunsten der LG.-. LGG. 
und GGG.-Spaltung verschoben. Das Wirkungsvermégen des dialy 
sierten Hiihnerleber-Auszuges unterscheidet sich aber immer noch 
deutlich von dem des dialysierten Kaninchennieren- und Rattenleber- 
Auszuges und steht dem des dialvsierten Meerschweinchenleber-Auszuges 
nahe. 

Vergleicht man die Werte in Tabelle XXII und XXIL miteinander, 
so macht man die aufschluBreiche Feststellung, dab die Uberlegenheit 
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Tabelle XXIL. Die Wirksamkeit des dialysierten Hiihnerleber- 

Auszuges gegen verschiedene Di- und Tripeptide und der EinfluB 
bestimmter Metalle auf diese. 


Dialysiert wurden 10 cem des Auszuges. Endvolumen der dialysierten 
Losung 80 cem (py 8). In den Spaltungsansaétzen wurde das Achtfache 


der in Tabelle XX angegebenen Menge angewandt. Versuchsbedingungen 
wie iiblich. 





Spaltung (cem n/20 K OH) 


Zusatz 
LG. AG. GA GG. LGG, AGU. GGG 
O41 0,72 Q.88 0.34 1.06 OST O59 
PES pcbisls obs 1,21 0,56 O45 0.21 1,58 
RS hee 131 O57 1738 
RIE. ic oe Se 0,53 0.14 0.54 O.86 1.02 
Ba eee ; 0,92 0,94 0,58 O10 1,28 


des Zinks bei der durch den Auszug bewirkten LG.-Spaltung nach der 
Dialvyse desselben verschwunden ist und Mangan wieder (wie in den 
meisten Fallen) das besser wirksame Metall ist, ja sogar Magnesium 
jetzt noch mehr vermag als Zink. 

Auch der geringe férdernde EinflubB, den Zink auf die GA.-Spaltung 
des Auszuges ausiibt, ist nach der Dialyse desselben verschwunden und 
hat sogar einem hemmenden EinfluB Platz gemacht. Und schlieBlich 
hat sich die Gleichwertigkeit von Magnesium und Mangan bei der LGG..- 
Spaltung des Auszuges in eine Uberlegenheit des Mangans iiber das 
Magnesium bei der LGG.-Spaltung des dialvsierten Auszuges ver- 
wandelt. 

An der Ausfiihrung der Enzym-Versuche war Frl. &. Frey beteiligt. 
die Substrate haben Frl. £. Schreiber und Herr W. Freund dargestellt. 











pr - 
uB 


tel. 
che 


Jen 


der 
len 
um 








Auffallender Einflu8 des Mengenverhiltnisses 
Hefe/Giirmischung auf die Giirwirkung getrockneter 
untergiiriger Brauereihefe. 

Von 
Theodor SabalitsehKa. 

(Aus der Biologisch-Chemischen Forschungsanstalt, Berlin.) 
(Eingegangen am 30, Oktober 1941.) 


Mit | Abbildung im Text. 


k. Nilsson und WM. Elander berichten in dieser Zeitschrift (1) soeben 
iiber eine auffallende Abhangigkeit der alkoholischen Garung intakter 
Trockenhefe vom Mengenverhiltnis Hefe/Garmischung, die sie als 
Verdiinnungseffekt bezeichnen. Sie fanden, daB nur bei einer be- 
stimmten Mindestkonzentration der Trockenhefe in der Garmischung 
normale Garung besteht, beim Unterschreiten dieser Konzentration 
aber die Garungsgeschwindigkeit weit starker abfallt. als der Abnahme 
der Hefekonzentration entspricht. Diese Tatsache ist von A. Harden 
und Young (2), H.v. Euler und K. Myrbdck (3), K. Myrback und 
H. Larsson (4) und von mir gemeinsam mit R. Weidlich (5) bereits vor 
langerer Zeit festgestellt. Bei unserer einfachen Versuchsanordnung 
war der nach den damals vorliegenden Erfahrungen mit Fermenten 
und Katalysatoren vorerst unverstindliche EinfluB des Mengen- 
verhialtnisses Hefe /(Garmischung auf die Garwirkung der Trockenhefe 
besonders augenfallig. Infolge des Zweckes unserer damaligen Versuche 
berichteten wir diese an dem Biologen fernerliegender Stelle, weshalb 
sie wohl auch obigen Forschern unbekannt sind. Daher seien hier kurz 
ihr Ergebnis und anschlieBende weitere. den Versuchen von R. Nilsson 
und .W. Elander nahestehende Beobachtungen mitgeteilt. 

Unsere damaligen Untersuchungen waren veranlaBt durch die 
Priifung der Garwirkung, welche die im Jahre 1926 erschienene 6. Aus- 
gabe des D. A. B. fiir medizinische Hefe vorschrieb. Sie lautete: ..In 


einer sterilisierten Lésung von 1 g Honig in 19 cem Wasser muB 0.1 ¢ 


medizinische Hefe eine lebhafte Gairung hervorrufen (tote Hefezellen).*’ 
Da auch eine sorgfiltigst getrocknete untergarige Bierhefe, aus welcher 
das Arzneibuch die medizinische Hefe bereiten laBt, bei dieser Probe 
aber versagte, dagegen bei Erhéhung des Hefezusatzes auf das 20fache 
eine gute Garwirkung zeigte, befaBten wir uns eingehender mit dieser 
irscheinung und schlugen auf Grund unserer Beobachtungen damals 
folgende Priifung der Garfahigkeit medizinischer Hefe vor: ..In einer 
mit 2 Tropfen Natriumbicarbonatlésung 0.2: 10 versetzten Lésung 
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von 0,5 g¢ Traubenzucker in 10 cem Wasser muB 1 g medizinische Hefe 
innerhalb 2—3 Stunden eine lebhafte Kohlensdureentwicklung hervor- 
rufen (Ermittlung der Zymasewirkung).‘* Die von uns vorgeschlagene 
Probe ist inzwischen durch den 1. und 2. Nachtrag zum D. A. B., 
6. Ausgabe 1926, vom Jahre 1933, an Stelle der obigen unbrauchbaren 
yesetzt. 


1. EinfluB des Mengenverhiltnisses Hefe/Garmischung auf die Girung 


getrockneter untergiriger Bierhefe. 


Da eine auch im Laboratorium der kleinsten Apotheke durchfiihrbare 
Priifung der Garfahigkeit medizinischer Hefe auszuarbeiten war, bedienten 
wir uns des einfach zu handhabenden Hinhorn-Garréhrchens. Damit ist dei 
Garungsverlauf zwar nicht so genau zu beobachten wie in dem von R. Nilsson 
und M. Elander benutzten oder in dem von uns sonst verwendeten Warburg- 
Apparat. Diese Apparate erméglichen ein Schiitteln der Gairmischung bei 
konstanter Temperatur und damit eine gleichmaéBige Entwicklung de 
Kohlenséure, ferner ein besseres und genaueres Erfassen der entwickelten 
CO,-Menge. 

Versuchsanordnung: Girfliissigkeit a) wisserige 5%ige Honiglésung, 
b) wiasserige 5° ige Honiglésung + 0,8% NaHCO,, versetzt mit je 1 g aus 
dem Handel bezogener, bei 40° getrockneter untergariger Bierhefe. Die 
Tabelle gibt die zur Entwicklung verschiedener CO,-Mengen benétigte 
Zeit an. 





Ungefihre Temperatur 16° Ungefaihre Temperatur 31° 


a) b) BB a) “b) 

_—— 0,2cem 165’ O,leem 60’ | 0,leem 60’ | O,lecm 40’ 
te log, 255° 03°, 80 | 07, 85 | 28, 90 
lés A | ee 355’ 1D: 155’ 20 - +s 160’ | 5.0 ., 140 
oun | 50 ,, 600’ | 60 ,, 3826’ | 60 ,, 245’ | 

ldcem (/ 1,5, 75' | 20, 15" | 0,8 35 B’ eee 
Honig- 42 160" | 50.5, 55! || 2,4 ,, 45' | 5,0 ,, 20 
lésung | BU 150’ | 5,0 ,, 70’ 


Bei Anwendung derselben Hefemengen verlief somit in 10 cem Gar- 
mischung die Garung erheblich rascher als in 20 cem Garmischung. Sowohl 
bei 16 wie bei 31° war in 20 cem Garmischung eine Abscheidung von CO, 
oben im Garréhrchen zu einem Zeitpunkt gerade bemerkbar, zu welchem 
in 10cem Garmischung bereits 5cem CO, entwickelt, das Réhrchen also 
mit CO, fast vollkommen angefiillt war; noch starker war der Unterschied 
der bei verschiedenen Mengen Garmischung durch die gleiche Hefemenge 
entwickelten CO,-Menge bei Gegenwart von NaHCO. 

Waren 20ccm Garmischung nur 0,5 g Trockenhefe zugesetzt, so schieden 
sich bei 31° nach 6 Stunden erst einige CO,-Blaschen im Garréhrchen ab 
und 5cem CO, erst nach 24 Stunden. Gaben wir 0,1 g von uns bei 30 —35° ge- 
trockneter untergériger Brauereihefe (das Arzneibuch schreibt ein Trocknen 
bei einer Temperatur von héchstens 40° vor) zu 20 cem 5 %iger Honiglésung, 
so war bei 16 und 31° innerhalb 3 Stunden tiberhaupt keine CO,-Entwicklung. 
innerhalb eines Tages eine soleche von 0,1 bzw. 1,lcem und erst nach 
2 Tagen in beiden Temperaturen eine solche von 5 ccm. 








lefe 
vor- 


rene 
B.., 


ren 


une 


are 
ten 
dei 
SSO} 
urd) - 
bei 
det 
ten 


Unig, 
aus 
Die 
igte 


{)’ 
0’ 
(V 


ar- 
ohl 
1O, 
em 
Iso 
ied 
ngze 


len 
ab 
ge- 
1e)i 
ng, 
ny. 
eh 











EinthaB des Verhaltnisses Hefe/Garmischung auf die Garwirkung usw. 57 


Die Abbildung zeigt den bei verschiedenen Hefezusatzen zu 10 com 
5% iger Traubenzuckerlésung unter sonst gleichen Bedingungen im 


’ 


Garréhrchen gefundenen Einflu8 der Hefemengen auf das Produkt 
Hefemenge - Zeitdauer der Entwicklung von 2,5 cem CO, in Minuten. 

Wahrend das Produkt fiir 0,3 bis 1 g frischer untergariger Brauerei- 
hefe ziemlich konstant war, veranderte es sich fiir 0.1 bis 1 g Trocken- 
hefe, erhalten durch Trocknen untergiriger Brauereihefe im Vakuum 
bei Zimmertemperatur iiber Schwefelsiure, erheblich. Nur bei Zusatz 
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Abb. 1. Giirwirkung frischer und getrockneter untergiiriger Brauereihete. 
frische Hefe (ungefiihr 17°), 
getrocknete Hefe (ungeffihr 18°). 





von 1g Trockenhefe fallt das hier erhaltene Produkt mit dem _ bei 
frischer Hefe gefundenen zusammen, bei geringerem Zusatz von Trocken- 
hefe ist das hierfiir erhaltene Produkt héher, und zwar um so mehr, je 
geringer der Zusatz an Trockenhefe ist. Unterhalb eines bestimmten 
Mindestzusatzes an Trockenhefe, nimlich eines Zusatzes von 10°, 
Trockenhefe zur Girmischung, fallt die Gargeschwindigkeit weit mehr. 
als der Abnahme der Hefemenge entspricht. Ob und wieweit diese 
starke Verzégerung der Girung beim Uberschreiten des Wertes !/j9 im 
Mengenverhaltnis Trockenhefe/Garmischung nur durch eine Ver- 
langerung der Induktion oder eine Herabsetzung des Garvermégens der 
Trockenhefe bedingt ist, l4Bt sich daraus nicht erkennen. 

Unsere damalige Feststellung stimmt vollkommen iiberein mit der 
von R. Nilsson und MM. Elander, daB eine Herabsetzung der von ihnen 
angewandten Hefemenge von 0,2 g¢ zu 2cem 5°,iger Traubenzucker- 
lésung auf 0,05 g eine durchgreifende Umstellung des Garverlaufes zur 
Folge hat. Auch die Konzentrationen an Trockenhefe und Glucose sind 
in der von uns fiir die Priifung des Garvermégens medizinischer Hefe 
vorgeschlagenen Garmischung genau dieselben, wie sie jene Forscher 
als giinstig erkannten. 
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2. Deutung der unter !. berichteten Beobachtung. 


Wir deuteten die unter 1. berichtete Beobachtung damals folgender 
maBen: ,,[st der Quotient Hefemenge Menge des Girgemisches k'einet 
als 1/,9, so wird durch das Auslaugen der Gehalt an Garungsaktivatoren 
und dadurch die Garungsgeschwindigkeit stark herabgesetzt : erreicht 
der Quotient den Wert !/,5, so bleibt trotz teilweisen Auslaugens noch 
veniigend Garungsaktivator in den Zellen zuriick und ist die Garuny 
noch ziemlich lebhaft.‘** Abnlich erkliren R. Nilsson und MM. Elande) 
den Verdiinnungseffekt dadurch, daB wasserlésliche Komponenten der 
Trockenhefe in der verdiinnten Giarmischung eine suboptimale Kon- 
zentration erhalten. Zur Nachpriifung unserer Deutung untersuchte 
ich vor langerem gemeinsam mit .V. Alamir (6) den EinfluB von glucose- 
haltigen gegorenen und ungegorenen Hefeausziigen auf die Garung 
von Trockenhefe, wie das vorher schon 4. Harden (2) und inzwischen 
K. Myrbdck und H. Larsson (4) taten. 

Wir fiihrten die Versuche im Warburg-Apparat mit Acetondauerhete 
durch, die wir aus untergariger Brauereihefe (Institut fiir Garungsgewerbe, 
Berlin) nach R. Albert, E, Buchner und R. Rapp (7) bereiteten. Bei Zusatz 
von 0,1 g dieser Dauerhefe zu 2cem 1 %iger Traubenzuckerlésung und 28° 
zeigte die Hefe eine Induktion von 80 Minuten. Gleichzeitig wurde unte: 
sonst genau gleichen Bedingungen ein Garversuch angestellt, bei dem die 
Garmischung anstatt aus Wasser aus einer teilweise vergorenen Zucke1 
lésung bereitet wurde. Wir gaben 1g getrocknete untergaérige Brauerei 
hefe zu 10 cem 1 °oiger Traubenzuckerlésung, wobei sofort Garung eintrat, 
zentrifugierten nach 15 Minuten die Lésung ab und verwendeten 2 cem de 
Garfliissigkeit nach Zusatz von 0,1 g Traubenzucker als Garmischung. 
Hier bestand keine Induktion und nach 60 Minuten entsprach das ent- 
wickelte CO, 167mm Brodie. Ohne Zusatz von Acetonhefe zeigte die 
Lésung von 0,1 g Traubenzucker in 2 cem derselben angegorenen Fliissigkeit 
unter den gleichen Bedingungen keine CO,-Entwicklung. 

Auch die bei Verwendung geringerer Mengen Acetonhefe (50, 25, 12, 
6 und 3 mg fiir 2cem Garmischung) in einfacher Zuckerlésung bestehenden 
noch langeren Induktionszeiten waren bei Herstellung der Garmischung 
aus der mit getrockneter Unterhefe teilweise vergorenen Fliissigkeit be 
seitigt. 

Eine solche Foérderung durch getrocknete Unterhefe enthaltende an 
gegorene, zentrifugierte und aufgekochte Traubenzuckerlésung fanden 
K. Myrbdck und H., Larsson im Warburg-Apparat auch fiir die Garwirkung 
von 10 mg getrockneter Unterhefe in 2 ecem Garmischung, ferner R. Nilsson 
und M. Elander durch eine filtrierte wasserige Aufkochung von Unterhef« 
fiir die Garwirkung von 50 mg getrockneter Unterhete in 2 eem Garmischung 

Durch all diese Versuche ist erwiesen, daB getrocknete untergarige 
Brauereihefe an garende Traubenzuckerlésung Substanzen abgibt. 
welche die Girwirkung von getrockneter untergiariger Brauereihefe und 
Acetonhefe erheblich steigern, was unsere friihere Annahme stiitzt. 

LieBen wir die Garung in einem Gemisch von 1g getrockneter 
Unterhefe mit 10 cem 1°,iger Traubenzuckerlésung bei 37° 3 Stunden 
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verlaufen, so daB im Zentrifugat Traubenzucker nicht mehr nachweisbar 
war, so bestand jetzt in einer aus 2 ccm Zentrifugat, 0.1 gy Trauben- 
zucker und 0,1 ¢ Acetonhefe bereiteten Garmischung dieselbe Induk- 
tion wie in reiner Traubenzuckerlésung, also keine Beschleunigung der 
Girung mehr. 

Auch mit Acetonhefe bereitete Garmischungen enthielten die Gar 
wirkung der Acetonhefe steigernde Substanzen. Ein Gemisch von 1,5 2 
Acetonhefe und 10 cem 1 %iger Traubenzuckerlésung lieben wir bei 37° 
im Garréhrehen bis zur Entwicklung von 1 eem CO, garen. Versetzten wit 
hierauf 2cem Zentrifugat mit 0,lg Traubenzucker und 0,1 g Acetonhete 
(oder 50, 25, 12, 6 und 3 mg Acetonhefe), so bestand in dem bei 28° durch- 
vefiihrten Garversuch keine merkbare Induktion und bet 0,1 ¢ Aceton- 
hefe entsprach die entwickelte CO,-Menge nach 1 Stunde 32mm_ Brodie. 
Setzten wir Gemische von je 0,5 g Acetonhefe und 10 cem 1 °piger Trauben 
zuckerlésung bei 37° zur Garung an, wobei die Induktion 80 Minuten betrug, 
zentrifugierten die Hefe aber bereits nach 20, 30, 40 und 60 Minuten ab und 
setzten wie oben mit 2cem Zentrifugat, 0,1 g Traubenzucker und 0,1 ¢ 
Acetonhefe Garversuche an, so war hier die Induktion nicht aufgehoben. 
Ebenso war sie nicht aufgehoben, wenn wir ein Gemisch von 3g Aceton 
hefe mit 10cem 1%iger Traubenzuckerlésung bei 37° 3 Stunden géaren 
lieBen, so daB Zucker nicht mehr nachweisbar war, und aus dem davon 
erhaltenen Zentrifugat die Girmischung herstellten. Dies entsprach der 
Beobachtung beim gleichartigen Versuch mit getrockneter Unterhefe. 

Auch K. Myrbdck und H. Larsson fanden bei ahniichen Versuchen 
mit getrockneter Unterhefe, dal die starkste Beschleunigung der 
Garung den nur kurze Zeit mit Trockenhefe vergorenen Garfliissigkeiten 
zukommt. Sie fallt somit zwar mit einem hohen Gehalt der Garfliissig- 
keit an Hexosediphosphat zusammen, doch gentigt dieses nach A. MW yr- 
back und H. Larsson und R. Nilsson und M. Elander allein nicht zur 
Erzielung einer hinreichenden Besch!eunigung der Garung bei kleinen 
Hefezusitzen, vielmehr miissen auch Cozymase, Eulerscher Z-Faktor 
und vielleicht noch andere Substanzen in bestimmter Mindestkonzentra - 
tion zugegen sein. In der zu schwachen Konzentration solcher wasser- 
léslicher Stoffe bei Unterschreitung des Quotienten !/j) im Mengen- 
verhaltnis Hefe Garmischung ist die Ursache der auffallenden Ver- 
schiedenheit der Garwirkung gleicher Mengen getrockneter unter- 
gariger Brauereihefe in verschiedenen Volumen Garmischung zu sehen 


Zusammenfassung. 

1. Das Garvermigen garfihiger getrockneter untergariger Brauerei- 
hefe fallt bei Unterschreitung des Quotienten !/j) im Verhaltnis Hefe- 
menge /Menge der Girfliissigkeit mehr, als der Abnahme der Hefemenge 
entspricht. 

2. Dies ist bedingt durch ein Auslaugen und zu starkes Verdiinnen 
bestimmter, fiir die Garung notwendiger  Inhaltsstoffe (Hexose- 
diphosphat, Cozvmase, Fulerscher Z-Faktor) der Hefe. 
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3. Glucoselésung, die mit getrockneter untergariger Brauereihete 


oder aus untergiriger Brauereihefe bereiteter Acetondauerhefe in 
Garung gebracht, aber noch nicht ausgegoren ist, enthalt Substanzen, 
welche die Garung der Acetondauerhefe beschleunigen. 


Literatur. 
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ber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Heten 
und seine Beeinflussung. 
V. Mitteilung: 
Die Vitamin B,-Verluste bei der Ziichtung von Hefen im 
Liiftungsverfahren. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an det 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 3, November 1911.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorausgehenden Mitteilung! befaBten wir uns eingehender 
mit der Abhangigkeit des Aneurin-Anreicherungseffektes von ver- 
schiedenen auBeren Bedingungen, wie z. B. Art und Konzentration des 
Substrats im Garansatz, Temperatur, Dauer der Garung, Garumsatz, 
Elektrolytkonzentration usw. Dabei bestatigten sich auch die schon 
in unserer [. Mitteilung aufgezeigten und erérterten Hauptbefunde, 
namlich daB erstens die Aneurinspeicherung bei gdrenden (im Gegensatz 
zu beliifteten) Hefen verlustlos erfolgt und daB zweitens zugleich mit 
der Aufnahme eine Umwandlung des Aneurins in der Hefezelle erfolgt 
Das gespeicherte Aneurin liegt nicht mehr frei, sondern in gebundener 
Form vor; denn bei der Oxydation fallt ein Thiochrom an, das sich im 
(Gegensatz zu dem des freien Aneurins nicht mit Butanol ausschiitteln 
laBt. Der SchluB, daB es sich um Aneurinpyrophosphat (Cocarboxylase ) 
bzw. Aneurinmonophosphat handele, war naheliegend, zumal sich diese 
vebundene Form ebenfalls enzymatisch in freies Aneurin aufspalten 
lieB. Der direkte Beweis dafiir, ob bzw. welches Phosphat nun wirklich 
vorliegt, stand noch aus. Wir holen ihn deshalb in dieser Mitteilung 
nach. Im zweiten Teil dieser Mitteilung beschaftigen wir uns nochmals 
eingehender mit dem Nachweis der Vitamin B,-Verluste, die beim 
Ziichten von Hefen im Liiftungsverfahren auftreten. 


A. Nachweis fiir die Umwandlung 
des gespeicherten Aneurins in Cocarboxylase. 
Von den Ergebnissen unserer Cocarboxylase-Testversuche, die 


natiirlich 6fter, und zwar mit iibereinstimmendem Endresultat durch- 


' Diese Zeitschr. 309, 219, 1941. 
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gefiihrt worden sind, seien nur die einer streng parallel angesetzten 
Versuchsserie (d. h. durchgehende Verwendung der gleichen Indikator 
hefe, des gleichen Substrats, gleichen Puffers, gleichzeitiges Schiitteln 
im gemeinsamen Thermostaten usw.) angefiihrt. Aus ihr ergeben sich 
alle bendtigten Aussagen, obgleich wir dabei auf die Verwendung eines 
reinen Aneurindiphosphorsaurepraparats, das uns nicht zur Verfiigung 
stand, verzichten muBten. 


Versuchsanstellung. Da uns zur Zeit kein Warburg-Apparat zuganglich 
war, muBten wir die von Lohmann und Schuster ! beschriebene Bestimmungs 
methode modifizieren. Wir benutzten zur Messung des Spaltungs-CO, den 
Garthermostaten nach Fink und hatten deshalb fiir wesentlich héher 
Konzentrationen an Substrat, Indikatorhefe, Kochsaft und Puffer zu sorgen 

Herstellung der ,,Indikator‘’-Hefe. 8g Trockenhefe (untergarige Bie 
hefe, Hochschulbrauerei, Berlin) wurden zweimal 11 Minuten lang bei 30! 
mit je 200cem n/10 Na,HPO,-Lésung und anschlieBend nochmals mit 
200 cem 30° warmem Wasser gewaschen. Wir machten iibrigens dabei di 
Beobachtung, daB das Alter der Trockenhefe eine Rolle spielte dergestalt. 
da ganz frische Trockenhefe auch nach langen Auswaschzeiten nicht 
carboxylaseunwirksam zu erhalten war und daf wiederum 1 bis 2 Monat: 
iltere Trockenhefe schon nach sehr kurzen Auswaschzeiten im Ansaty 
auch mit reichlich Hefekochsaft keinerlei CO,-Entwicklung mehr gab. Dir 
ausgewaschene, abzentrifugierte Hefe wurde in m/2 Phosphatpuffer vom 
pu 6,2 suspendiert und auf 50 cem aufgefiillt. In die Testansatze wurden 
davon unter staindigem Umschiitteln jeweils genau 5cem méglichst ohn 
Zeitverlust pipettiert. 

Herste/lung der Hefekochsdfte. 1. Kochsatt einer mit Aneurin an 
gereicherten Torula, die 206 + Gesamtaneurin (davon 10 y in freier und 196 4 
in gebundener Form), bezogen auf 1g Trockensubstanz, enthbielt. Von 
dieser Hefe wurde eine Menge (etwa 2g), die genau 750 mg Hefetrocken 
substanz entsprach, in Phosphatpuffer (yy 6,2) aufgeschwemmt, kurz auf 
gekocht und der Kochsaft nach dem Abkihlen auf 25 cem aufgefiillt. Zum 
Versuchsansatz I wurde davon 5cem (= Kochsaft von 150mg Hef 
trockensubstanz) zugegeben. 

II. Kochsaft einer normal geziichteten Torula, die, bezogen auf 1 y 
Trockensubstanz 247 Gesamtaneurin, davon 23 in gebundener Form, 
enthielt. Wie oben wurde die 750mg Trockensubstanz entsprechend« 
Frischhefemenge (etwa 3g) aufgekocht und der Kochsaft auf 25 eem aut- 
gefullt, wovon ebenfalls 5 cem (= Kochsaft von 150 mg Hefetrockensubstanz ) 
zum Versuchsansatz gegeben wurden. 

Ill. Kochsaft derseiben Torula wie II., aber von achtfacher Kon 
zentration, d. h. es wuide eine 8: 150mg = 1200mg_ Trockensubstanz 
entsprechende Frischhefemenge (etwa 5g) gleich im Ansatzkélbchen mit 
10 cem Puffer aufgekocht. 

[V. Kochsaft aus derselben Torula wie IT. und III., aber in zehnfache: 
Konzentration (vgl. ITI.). 

V. Kochsaft aus untergiriger Bierhefe, die, bezogen auf 1 g Trocken 
substanz, 227 y Gesamtaneurin, davon 46 in freier Form und 181 y al- 
Cocarboxylase, enthielt; wie oben wurde aus der 750 mg Trockensubstany 


! Diese Zeitschr. 294, 189, 1937. 
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entsprechenden Frischhefemenge der Kochsaft bereitet, auf 25 cem aut 
gefiillt und davon 5cem (= Kochsaft von 150 mg Trockensubstanz) zum 
Versuchsansatz V gegeben. 

Die Substratlésung enthielt in 100 eem 7,0g mit NaOH auf Pu 6,2 
neutralisierte Brenztraubenséiure sowie 0,5 @ kristallisiertes Magnesium- 
chlorid. 

Versuchsansalz, In das Versuchskélbechen kamen bei 1, IL und V je 
5cem Puffer (py 6,2), 5cem Kochsaft, 5 cem von der Aufschwemmuneg der 
ausgewaschenen ,,[ndikator‘*-Hefe und unmittelbar vor Versuchsbeginn 
5eem Substratlésung. Bei [Il und IV enthielt das Kélbchen schon Puffer 
und Kochsaft, so daB nur noch die 5c¢em der Indikatorhete-Suspension 
und 5cem Substratlésung zuzugeben waren. Ansatz VI lief als Nullversuch 
mit LO cem Puffer. 5cem Hefesuspension und 5 ¢em Substratlésung. 


Tabelle lL. Versuechsergebnis. 





Schiittelzeit Entwickelte C O,-Menge in cem * 
in Minuten I ll UL IV \ VI 
15 4,2 1,0 3.9 5,0 3,6 0,3 
30 6,8 1,9 5,7 8,2 5.6 0.5 
45 8.8 2.6 8,4 10,9 752 0,6 
60 10,6 3,2 9,9 13,2 8,5 0,6 
75 12,0 3.6 MS 15,1 9,6 0,6 
105 14,5 1,2 13.6 18,2 11,6 0,6 
135 16,7 5,1 15,7 20,8 13,6 0,6 
165 18,8 5,8 17,8 23,1 15,6 0,6 


* Irgendwelche Korrekturen (z. B. Temperaturen, Wasserdampftension u.a.) sind wegen der 
strengen Parallelitit aller sechs Ansiitze unnitig. 


Zwecks besserer Ubersicht sei diese Tabelle I auch in Form eines 
Diagramms wiedergegeben. 





Die Auswertung der Tabelle I com ] | ‘i 
bzw. des Diagramms (vel. Abb. 1) | | A 
ergibt im einzelnen: rn a Se SS Se } 

1. Der Kochsaft normaler To- | | 
rula (Kurve IT) hat (was noch nicht ; | | » 
direkt erwiesen worden ist) cocarb- | | ‘d 
oxylatische Wirkung. Cle 

0r t — t 


2. Die cocarboxylatische Wir- 
kung des Kochsaftes der ange- | 
reicherten Torula (Kurve I) | ist Ut 
wesentlich starker als die bei der | - 
normalen Torula (Kurve I liegt I T I 

‘ = 0 JO 60 90 120 150Min 
steiler als Kurve IT), d.h. der An- abe. 1 
ADD. 1. 
eurinspeicherung geht eine sehr 











deutliche Anreicherung im Gehalt an Aneurinpyrophosphat bzw. 
Cocarboxylase parallel. 
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3. Der Vergleich der Kurve I mit Kurve V (gleiche Gewichtsmenge 
Bierhefe) zeigt, daB der Gehalt an Cocarboxylase in der angereicherten 
Torula dem der Bierhefe nicht nur gleichkommt, sondern ihn sogar 
iibert rifft. 

4. Da die Kurve I (angereicherte Torula) zwischen den Kurven ILI 
(Kochsaft achtfacher Konzentration normaler Torula) und IV (zehn- 
fache Konzentration) liegt, ist der Cocarboxylasegehalt dieser an- 
gereicherten Torula mehr als achtmal und weniger als zehnmal so gro} 
wie der der normalen Torula. 

5. Die verwendete Bierhefe (Kurve V) enthalt fast achtmal sovie! 
Cocarboxylase wie normale Torula (Kurve IIT). 

Gesamtresultat. Eine 8,5fache Anreicherung im Gesamtaneurin 
vehalt ist also auch mit einer (etwas mehr als) achtfachen Cocarboxylase 
anreicherung verkniipft, so daB diese vorbehandelte Torula die Bierhefe 
im Cocarboxylasegehalt sogar tibertrifft. 

Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den chemisch er- 
mittelten Werten an ,,gebundenem*™ Aneurin: 

5cem Kochsaft der angereicherten Torula (entsprechend 150 mg 
Trockensubstanz) enthielten 196 -0,150 — 29,4 ,,.gebundenes* Aneurin! 

5eem Kochsaft der Bierhefe (entsprechend 150 mg Trockensub- 
stanz) enthielten 181 - 0,150 27,1 y ,,gebundenes** Aneurin?. 

Tatsiachlich liegt Kurve I iiber Kurve V. 

Der zugesetzte Kochsaft von einer 1200 mg Trockensubstanz ent 
sprechenden Menge an normaler Torula (Ansatz ITI) enthielt 23 - 1,2 

27,6 y; dementsprechend liegt Kurve IIT diber Kurve V (Bierhefe) 
und unter Kurve I (angereicherte Torula). 

Bei Ansatz LV wurde mit dem Kochsaft der 1500 mg entsprechenden, 
‘also zehnfachen Menge normaler Torula mithin 23 - 1,500 = 34,5 y an 
,,gebundenem“ Aneurin zugegeben; dieser Zusatz tibertrifft alle anderen 
und iibereinstimmend damit liegt auch die Kurve IV dber allen anderen 

Der Ansatz II (normale Torula, 150 mg Trockensubstanz ent- 
sprechend) enthielt mit nur 23 - 0,150 = 3,5 y die geringste Menge und 
dementsprechend liegt auch Kurve II viel tiefer als alle tibrigen Kurven, 
mit Ausnahme natiirlich der des Nullversuchs LY. 

Bei Beriicksichtigung aller dieser Einzelfeststellungen mu ge 
schlossen werden, daB neben der Hauptmenge an Aneurinpyrophosphat 
bzw. Cocarboxylase, wenn iiberhaupt, dann nur sehr geringe, in der 
Differenz nicht mehr erfaBbare Mengen an Aneurinmonophosphat ode! 
anderen Aneurinestern vorliegen kénnen. 


' Jeweils als Aneurinhydrochlorid berechnet. 
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Damit ist erwiesen, daB unter den Verhaltnissen, wie sie bei der 
Aneurinanreicherung in Hefezellen vorliegen, der in der chemischen 
Bestimmung als ,,gebundenes** Aneurin gefundene Aneurinanteil mit 
Cocarboxylase identisch ist. 


B. Die Vitamin B,-Verluste 
hei der Ziichtung von Hefen im Liiftungsverfahren. 


Wie wir schon friiher mitteilten, treten beim Ziichten von Torula 
utilis in aneurinhaltigen Nahrlésungen erhebliche Aneurinverluste auf. 
Die Aneurinbilanz bei solehen Ziichtungen sah folgendermaBen aus: 


Tabelle I. 





Vorhandenes Aneurin in 7 Versuch A Versuch B Versuch C 


Vor der Ziichtung : 
a) in der Stellhefe ............. 195 195 195 
Pi IID by os 26a ch ow nee bows 1055 2035 3268 
Bene BP OD) oe cn reece es 1250 2230 3463 
Nach der Ziichtung: 
c) in der Hefenernte ........... 1060 1528 2375 
d) in der Fliissigkeit ........... 20 20 20 
Rane OF Oo ev eo A ee 1080 1548 2395 


Mithin: 
Unmittelbarer Verlust........... 170 682 1058 
Ausfallan Aneurin-Eigensynthese * 712 659 652 
Effektiver Verlust* ............. 882 1341 1710 
In % der vor der Ziichtung vor- 
handenen Aneurinmenge a) + b) 70%, 60% 60 % 
* Wiire niimlich die Torula in aneurinfreiem Substrat geziichtet worden, so hiitte die Erntehete 
im Mittel 20 y pro 1 g Hefetrockensubstanz enthalten. Da man am SchluB nicht angeben kann. ob 
der Endverlust durch Einstellung der Selbstsynthese mitverursacht ist oder ob bei Aufrechterhaltung 
derselben eben mehr vom zugesetzten Aneurin zerstért worden ist, mu®B man an Stetle des unmittel- 
baren Verlustes den Gesamt- oder effektiven Verlust, der auch zugleich den praktischen Verlust 
angibt, in Rechnung stellen. 


Der gewichtsmaBig-absolute Verlust steigt unter sonst sehr ahniichen 
(Ziichtungs-) Bedingungen mit der eingestellten Aneurinkonzentration 
von 882 y auf 1341 y bzw. 1710 y. Dahingegen /dllt der prozentual- 
relative Verlust (bezogen auf die vorhandene Menge vor der Ziichtung) 
von 70% auf 60° bzw. 50°. Wahrend das erste ziemlich einleuchtend 
ist, fiihrt die zweite Feststellung zu der Annahme, da die Geschwindig- 
keit der Zerst6rung des Aneurins von der Anzahi der Hefezellen die 
bei allen drei Versuchen etwa dieselbe war abhaingt. Wenn man 
nun durch Zugabe von Aneurin zur Ziichtungsfliissigkeit eine Steigerung 
des Vitamin B,-Gehalts der Erntehefe erzwingen will, wird man mit 
sehr hohen Aneurinkonzentrationen arbeiten, bei welchen der Vitamin B,- 
Gehalt der Hefen wachst und der relative unvermeidliche Aneurin- 
verlust abnimmt. Bei kleinen Aneurinkonzentrationen erzielt man 
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wie auch technische Versuche mit Malzkeim-Aneurinzusatz einwandfrei 
ergeben haben praktisch keine vitaminreichere Hefe, sondern es 
tritt praktischer Totalverlust ein. 

Bei diesen Versuchen befand sich das Aneurin im Substrat; es 
schien uns interessant, zu studieren, wie die Verhaltnisse liegen, wenn 
eine aneurinangereicherte Hefe — d.h. also, wenn das Aneurin nicht 
zum Substrat, sondern gewissermaBen als zelleigenes in den Versuchs- 
ansatz gegeben wird unter Beliiftung geziichtet wird. Dieser Durch- 
fiihrungsvariante einer Hefevitaminisierung, in der man zur Ziichtung 
kein freies Aneurin zusetzt, sondern stattdessen eine sehr vitaminreiche 
Stellhefe verwendet, kime gegebenenfalls auch praktisches Interesse zu. 

Wir fiihrten solche Bilanzversuche sowohl mit Torula als auch mit 
untergiriger und obergiriger Hefe durch und fanden, um das Ergebnis 
schon vorwegzunehmen, daB auch hierbei Aneurinverluste auftreten. 


1. Ziichtung mit aneurinangereicherter Torula als Stellhefe. 
Versuchsanstellung. 


Die Hefe wurde wie tiblich nach Fink und Krebs im Stutzenversuch 
in Glucose ohne Aneurinzusatz geziichtet. 


Versuchsdaten. 





Ziichtung A Ziichtung B 

oo TT 5g i ee oe AR etree Say 12,00 g 12,00 g 
THORNE oe ee eS 29,10 % 29,10 % 
Stellhefe-Trockensubstanz ................ 8,49 g 3.49 g 
Aneuringehalt pro 1g Stellhefe-Trocken- 

S.A eee CR oe ers oer 178 » 178 » 
Davon in Form von Cocarboxylase ....... 1725 172 ; 
In der Stellhefe enthaltene Aneurinmenge . 622» 622; 
cee. REDE Sean tee east mean uMLey Mere ieniy eA Ut) Cee 66,64 g 62,73 g 
Trockensubstanzgehalt ................... 19,49 % 20,34 % 
Ernte in Trockensubstanz................ 12,99 g 12,76 ¢ 
Aneuringehalt pro 1 g Hefe-Trockensubstanz 40 + 38> 
Daven in Form von Cocarboxylase ....... 38 + 36> 
In der Hefeernte wiedergefundene Aneurin- 

PE 65 fists aoe aaetw ee wes Coes 515+ 479 
In der Ziichtungsfliissigkeit wiedergefundene 

MUAUPIIIIIE oc ss ita cy erro so wie es <10¥ < 10+ 


Der unmittelbare Aneurinverlust beim Ziichten dieser Hefen betrug 
also 622 — 515 = 107 y bzw. 622 — 479 = 143 y, d.i. 17 bzw. 23%, 
der urspriinglich in der Stellhefe enthaltenen Menge. 

Ahnlich wie schon oben kurz erértert, ist der effektive Verlust noch 
wesentlich héher, da bei dem obigen unmittelbaren Verlust die normale 
Eigensynthese der Hefe nicht beriicksichtigt ist. Bringt man diese in 
Anrechnung, so ergibt sich folgendes Bild: 
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Mit der Stellhefe wurden in den Versuchsansatz jeweils 622 y hinein- 
gebracht. Der Hefezuwachs von 12,99 — 3.49 — 950g bzw 12,76 
3,49 — 9.27 g Hefetrockensubstanz hatte bei normaler Stellhefe auch 
einen Vitaminzuwachs von im Mittel 9,5-20- 190y bzw. L85 y 
gebracht. Also hatte man bei intakter Eigensynthese und bei verlust- 
freier Vitaminverteilung beim Wachstum am Ende des Versuchs 622 
+ 190 = 812 y baw. 622 + 185 = 807y Aneurin in der Hefenernte 
finden miissen. Stattdessen wurden tatsachlich nur 515 bzw. 479 y 
festgestellt. Der effektive Verlust betragt also beim Ziichtungsversuch A 
812 — 515 — 297 y, beim Parallelversuch 807 — 479 — 328 y:es wurden 
also 37% (A) baw. 40°, (B) zu wenig gefunden. 
tin ahnliches Ergebnis fanden wir bei der 


2. Ziichtung von untergdriger Bierhefe unter Beliiftung. 

Die Bierhefe wurde unter streng sterilen Bedingungen in Bierwiirze 
+ Glucosezusatz (insgesamt 500 ccm mit 10° Extrakt) derart ge- 
ziichtet, daB durch eine Fritte 40 Stunden lang bei 25°C ein maBiger 
Luftstrom eingeleitet wurde. 

Parallel dazu lief ein gleicher Ansatz ohne Beliiftung. Die Ernte- 
hefen wurden auf biologische Reinheit gepriift; der Befund lautete 
jeweils: reine Bierhefe ohne jedes Vorhandensein von fremden Hefe- 
zellen oder Bacterien. 


Versuchsdaten. 





A B 
,, Liiftungs*‘-Ansatz , Gir-Ansatz 
Stellhefe (untergarige Bierhefe) als Trocken- 

substanz berechnet. .................. 1,00 g 1,00 g 
Aneuringehalt pro 1g Stellhefe-Trocken- 

NN NO oars he ha igh a AN ee ed Sa 142» 142+ 
Davon als freies Aneurin................. 38 » 38 » 
Im Substrat vorhandene Aneurinmenge.... | by 85 
Gesamtaneurin im Ansatz................ 227 227 
Hefeernte-Trockensubstanz ............... 3,67 g 1,62 g 
Aneuringehalt pro 1 g Erntehefe-Trocken- 

Nga pat Pah essine ie Aaa apen aie, 44y 137 
Davon als freies Aneurin................. 16 3B y 
In der Gar- bzw. Ziichtungsfliissigkeit nach 

RNS (WOMMON Gs oid oiotcccisie ore weet « oie Seas 0 0 
In der gesamten Hefeernte wiedergefunden 163 y 221; 
Ft ig POE EC Ee 645 6» 
nS (von 2279, @. oben) 20.0... ec. 28 3 


Versuchserge bnis. 
Obwohl in beiden Versuchsansatzen eine Vermehrung der Hefe 
stattgefunden hat [Vermehrungsfaktor 3.7 (A) und 1.6 (B)], geht die 


5* 
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= O/ 


Aneurinbilanz beim Garansatz mit 97 °%* auf, wahrend im Liiftungs- 
ansatz der Aneurinverlust mit 28°, ahnlich betrachtlich ist wie bei den 
Versuchen mit Torula. 


5. Die entsprechenden Versuche mit obergdriger Brerhefe 
bestatigen dieses Ergebnis. 

Die Versuchsansaitze mit der biologisch reinen obergarigen Bierhefe 
waren wie vorstehend bei der untergarigen Bierhefe. 
Reinheitskontrolle der Erntehefen ergab: reine obergarige Bierhefe ohne 
Infektion mit anderen Hefen oder mit Bacterien. 


Die biologische 


Versuchsdaten. 





A B 
,, Liiftungs*'-Ansatz , Gar*-Ansatz 


Obergarige Bierhefe als Stellhefe (Trocken- 





ee St SR rns co ZN IPRS es SR eter 118g 118g 
Aneuringehalt pro 1g Stellhefe-Trocken- 

WEN Ss Dee ita rea eee ee a aes 100 + 100 
Davon als fretes Aneurin................. 76» 76+ 
Im Substrat vorhandene Aneurinmenge 126 + 126 » 
Gesamtaneurin im Ansatz................ 244 244: 
Hefeernte-Trockensubstanz ............... 4,14 ¢ » 50 g 
Aneuringehalt pro 1g Erntehefe-Trocken- 

IN x os ous te keeper Sete keen 38> 100 » 
Davon als freies Aneurin................. \7y 26 
In der Gar- bzw. Ziichtungsfliissigkeit nach 

TO i555 es kas ibe eee 0 0 
In der gesamten Hefeernte wiedergefunden 158 } 250 ~ 


Aneurinbilanz ..... 


86 (Verlust) 
35% ( Verlust) 


6+ (Zuwachs) 
+2. (Zuwachs) 





Also auch bei der beliifteten, wachsenden obergdrigen Bierhefe tritt 
ebenso wie bei der untergairigen Bierhefe und bei der angereicherten 
Torula ein betrachtlicher Aneurin-Verlust auf. Im Falle der Bierhefen 
kann nur der von uns so genannte unmittelbare Verlust von 28 bzw. 35°, 
angegeben werden, da bei diesen Hefen nicht feststeht, ob bzw. welche 
Aneurinmenge durch eigene Totalsynthese gebildet wird: bei der Torula 
ist dieser Betrag bekannt. namlich im Mittel 20 y pro 1 g Torula-Hefe- 
trockensubstanz. 


Die Ursache fiir diesen Aneurinschwund scheint eindeutig in «ler 


Beliiftung, d.h. in der oxydativen Zerstérung zu liegen, da nur die 
waihrend des Wachstums beliifteten Hefen ein Aneurindefizit erkennen 


* Die kleine Differenz von 3%, die hier zufallig negativ ist, ist sicherlich 
durch den MeBfehler verursacht; in andern, ahnlichen Fallen, fanden wit 
auch kleine positive Unterschiede. 
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lassen, wahrend die girenden, nicht beliifteten Hefen, obzwar sie sich 
ebenfalls dabei vermehrten, eine glatte, verlustlose Bilanz zeigten. 

Ein weiterer Befund, mit dessen Untersuchung wir uns zur Zeit 
eingehender befassen, beweist jedoch, daB die Verhaltnisse komplizierter 
liegen. Beliftet man namlich mit Aneurin angereicherte Torula in 
bloBer wasseriger Aufschwemmung (also ohne Zucker, Nahrsalz und 
Ammonstickstoff), d. h. ohne Wachstum, mehrere Stunden lang intensiv 
so sinkt der Aneuringehalt der Hefe keineswegs und Aneurinverluste 
treten iiberraschenderweise nicht auf. 

Versuchsanstellung. 10,5 g abgepreBte Torula, die zuvor im Vitamin B,- 
Gehalt auf 178 y/1 g Trockensubstanz angereichert worden war (es handelt 
sich um die gleiche Hefe, wie sie oben zu den Ziichtungsversuchen ver- 
wendet worden ist, bei denen sich betrachtliche Aneurinverluste ergaben), 
wurden in 500cem Leitungswasser suspendiert und bei 28 bis 30° 6 Stunden 
lang intensiv feinbeliiftet. Die so vorbehandelte Torula enthielt 181 + 
Aneurin in | g Trockensubstanz, also mindestens ebensoviel wie vor dem 
Beliiften. 

Das Durchleiten feinverteilter Luft allein fiihrt also nicht zu Aneurin- 
verlusten, obgleich es sich um die gleiche Torula wie oben bei der verlust - 
reichen Normalziichtung handelte und obgleich die Liiftungsintensitat 
ebenfalls die gleiche wie bei der Ziichtung, die mittlere Liiftungsdauer 
(bezogen auf eine Zelle) sogar etwa doppelt so groB war. 

Also weder die Hefevermehrung allein (die ja auch bei den Gar- 
ansitzen auftritt) noch die Beliiftung allein bedingt Aneurinverluste, 
sondern beides zugleich, Hefewachstum unter Beliiftung muB zusammen- 
treffen, ehe die Aneurinbilanz negativ wird. Dies wird praktisch bei 
der Hefeziichtung natiirlich immer der Fall sein. Die Erérterung iiber 
die vorerst hypothetischen Erklarungsméglichkeiten wiirde hier zu weit 
fiihren. Wir hoffen, daB uns die Beibringung weiteren experimentellen 
Materials gelingen wird, welches dann eine begriindete Erklarung fiir 
diese interessanten Erscheinungen erméglichen wird. 

Das vorliegende Versuchsmaterial sei noch kurz hinsichtlich der 
erwiesenen 

Inkonstanz des Vitamin B,-Gehalts von Hefen 
zusammengefa Bt. 

Wir zeigten schon friither, daB untergirige Bierhefe, die in ihrem 
normalen Substrat (Bierwiirze) unter Beliiftung wachst, schnell in 
ihrem Vitamin B,-Gehalt abnimmt. Unsere neueren bilanzierten Ver- 
suche — in denen wir nicht nur einen kleinen Schénheitsfehler (Torula- 
infektion) jener alteren Versuche ausmerzen wollten zeigten dartiber 
hinaus, dafi das Absinken des Aneuringehalts nicht allein in der Zell- 
substanzvermehrung, sondern auch in echten Aneurinverlusten seine 
Ursachen hat. 
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Die Schwankungen im Aneuringehalt ein und derselben Heferasse 
sind geradezu als enorm zu bezeichnen: haben wir doch auBer bei der 
Torula und der Backerhefe durch Aneurinspeicherung auch bei den 
obergarigen und untergarigen Bierhefen tiber 500 y* als obere Grenze 
und weniger als 40 y als untere Grenze pro 1 g Trockensubstanz erzeugt. 


Zusammenfassend laiBt sich nun angeben, da’ der Aneuringehalt 
der Hefen relativ locker von der Rasse abhangig ist, viel enger jedoch 
1. vom Aneuringehalt des Substrats, 
2. vom (zufalligen) Aneuringehalt der Impfhefe, 
3. vom Vermehrungsquotienten im Verhaltnis zu 1. und 2., 


4. vom jeweiligen Stoffwechseltypus! waihrend des Wachstums. 


Demzufolge sind Angaben von der Art, wie z. B. die Bierhefe (oder 
Torula, Backerhefe usw.) enthalt so und soviel Aneurin, gegenstandslos, 
wenn nicht die Vorgeschichte gleichzeitig mitgeteilt bzw. definiert ist. 
Untergarige Bierhefe braucht nicht immer sehr vitaminreich zu sein: 
schon ziemlich geringe Abweichungen bei der Garfiihrung, so z. B. wenn 
diinnere Wiirzen verwandt werden, oder wenn durch ziemlich geringe 
Temperaturerhéhung oder ,,Aufziehen des Bottichs die Hefevermehrung 
stimuliert wird, kénnen einen recht erheblichen Abfal!l im Vitamin B,- 
Gehalt zufolge haben. 

Ganz allgemein mu die Methodik der Vitamin B,-Ermittlung bei 
bekannten oder unbekannten Heferassen auf diese Umstande besondere 
Riicksicht nehmen. So z. B. kann man aus einer reingeziichteten 
Nektar- oder Sauerteighefe nicht ermitteln, wieviel Vitamin B, diese 
Hefe in ihrem urspriinglichen Milieu (also im Sauerteig) oder unter 
ihren urspriinglichen Lebens- und Vermehrungsbedingungen (Brotteig- 
garung) enthalt. 

Zusammenfassung 
des Inhaltes der I. bis V. Mitteilung dieser Reihe. 


Ausgehend von der Tatsache, daB die im Liiftungsverfahren auf 
verschiedenartigsten Substraten geziichtete Torula utilis mit einem 
durchschnittlichen Aneuringehalt von 20 y/1 g Tr.-Sub. im Vergleich 
zu anderen Hefen, insbesondere zur Brauereihefe (meist 200 bis 250 y 
pro 1g Tr.-Sub.) wesentlich vitamin-B,-armer ist, stellten wir uns die 
Frage, einerseits warum dies so ist und andererseits wie der Vitamin B,- 
Gehalt der Torula erhéht werden kénne. 


* In neueren Versuchen sogar 2000 »/1g. 

' Namlich ob hauptsachlich aerob (Liiftung, Atmung) oder ob haupt- 
sichlich anaerob (Garung), ohne daB das strenge Extrem véllig realisiert 
zu sein braucht. 
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Wir zeigten, daB die Torula bei Gadrung in aneurinfreiem Substrat 
eine meBbare Erhéhung ihres urspriinglichen Vitamin B,-Gehalts 
erfahrt. Die Zunahme ist bei Garung in aneurinhaltigen Losungen sehr 
viel gréBer. Die zusiatzliche Eigensynthese wird, falls sie tiberhaupt 
noch vollzogen wird, dann im Endeffekt von der speichernden Aufnahme 
des Substrataneurins weit tibertroffen. Wir erzeugten, indem wir die 
Hefe in Lésungen mit zugesetztem, kristallisiertem Aneurin- Hydrochlorid 
giren lieBen, Torula mit 10- bis 20fach héherem Vitamin B,-Gehalt. 

Der Anreicherungseffekt ist (auBer natiirlich von der absoluten 
Menge) von der Konzentration des Aneurins abhangig. Bei niedriqges 
Konzentration nimmt die Hefe praktisch alles angebotene Aneurin auf. 
Mit hdherer Aneurinkonzentration steigt der Vitamin B,-Gehalt der 
Hefe, aber es bleibt auch um so mehr in der Lésung unausgenutzt. 

Das Ausmaf$ der Aneurinspeicherung wurde auferdem noch in 
Abhangigkeit von Dauer und Temperatur der Garung, von Zucker- 
und Elektrolytkonzentration und von der Art der vorhandenen Zucker 
(Hexosen, Pentosen, Disacchariden bzw. technischen Lésungen wie 
Melasse, Holzzucker) studiert. Als interessantestes Ergebnis sei hier 
nur erwahnt, dab die Gegenwart vergdrbarer Zucker bis zu einer optimalen 
Konzentration (z. B. etwa 20° Glucose) die Aneurinspeicherung zwar 
begiinstigt, daB diese aber nicht von der Héhe des Giarumsatzes ab- 
hangig ist. 

Wie umfassende Bilanzversuche ergaben, ist die Aneurinspeicherung 
durch gérende Hefe verlustfrei. 

Die Bierhefe und die Backerhefe verhalten sich ebenso wie die 
Torula. Damit ist die eine der Hauptursachen dafiir, daB die aneurin- 


heterotrophe Bierhefe obgleich sie im Gegensatz zur Torula zur An- 
eurinsynthese nicht befahigt ist trotzdem vitamin-B,-reicher als die 


aneurinautotrophe Torula ist, aufgezeigt. Die Bierhefe kann sich bei 
der Vergérung der Malzwiirze (im Mittel 3 bis 4 y pro 1 g Extrakt) mit 
Aneurin sozusagen misten, wozu die fast ausschlieBlich in aneurinfreiem 
Substrat geziichtete Torula keine Gelegenheit hat. 

Der Aneuringehalt des Substrates ist aber nicht die einzige Be- 
dingung. AuBerdem spielt, wie wir in vielen bilanzierten Versuchen 
nachwiesen, fiir den Vitamin B,-Gehalt der Hefe deren Sto//wechsel- 
typus eine wichtige Rolle. Ziichtet man naimlich Bierhefe bzw. Aneurin- 
angereicherte Torula im Liiftungsverfahren, so erniedrigt sich der 
urspriingliche hohe Vitamin B,-Gehalt sehr betrachtlich. Der Sturz 
wird dadurch verursacht, da einerseits die Kigensynthese, sofern sie 
iiberhaupt vollzogen wird, mit der Hefe-Substanzvermehrung nicht 
Schritt halt und da® andererseits unter den aeroben Ziichtungs- 
bedingungen betrachtliche Aneurinverluste eintreten. Deswegen gelingt 
es auch nicht, vitaminangereicherte Torula in schwach Aneurin-haltigem 
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Substrat, z. B. mit Malzkeimzusatz zu erzeugen; ein Anreicherungs- 
effekt tritt bei der Ziichtung erst oberhalb einer gewissen relativ hohen 
Aneurinkonzentration ein. Des weiteren konnten wir unter Beweis 
stellen, daS die an und fiir sich zur Vitamin B,-Speicherung wohl be- 
fihigte Bierhefe nicht nur aus dem Grunde so vitaminreich ist, weil 
ihr normales Substrat (Malzwiirze) aneurinhaltig ist, sondern auch, weil 
sie darin (ohne Beliiftung) gért. 

Das gespeicherte Aneurin ist in der Torula nahezu vollstandig, in der 
Bier- und Backerhefe zu einem erheblichen Teil in Aneurinpyrophosphat 
umgewandelt. Diese Phosphorylierung * wird von der Torula utilis 
energischer vollzogen als von den anderen beiden Hefen. Denn abgesehen 
von den Befunden bei den angereicherten Hefen, ist auch bei der nor- 
malen Torula das Verhaltnis Cocarboxylase : freiem Aneurin konstanter 
und gréBer als bei der Bier- und Backerhefe, bei denen es ziemlich 
labil ist. Wahrend und kurz nach der Garung sind diese Hefen Co- 
carboxylasereicher als nach Aufbewahrung in abgepreBtem oder dick- 
breiigem Zustand. 

Dieser Biosynthese von natiirlicher, zelleigener Cocarboxylase aus 
synthetischem Aneurin diirfte auch praktische Bedeutung zukommen, 
zumal sie speziell in der ihrer Herkunft nach vitamin-B,-armen Torula 
mit nahezu theoretischer Ausbeute verlauft. 


* In diesem Zusammenhang sei unser bisher unver6ffentlichter Befund 
erwihnt, daB die unter hoher Einsparung von Phosphat geziichtete Torula 
(vgl. diese Zeitschr. 310, 311, 1942) zwar den gewohnten Gesamtaneurin- 
gehalt von 20 bis 25 y/l1 g Tr.-Sub. aufweist, daB sie aber im Gegensatz 
zur phosphatreichen Torula fast saémtliches Aneurin als freies und nicht 
als Pyrophosphat enthalt. 
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Aur Frage der Trennung des die |l- und d,1-Peptid- 
spaltung bewirkenden Enzyms. 
Von 
Hans Bayerle und R. Rieffert. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 10. November 1911.) 


Vor kurzem berichteten 4. Bamann und O. Schimke}, da®B ihnen 
die Trennung der d- und |-peptidatischen Wirkung von Organausziigen 
gelungen sei; beim Erhitzen der Glycerinausziige aus menschlichen 
Organen bei ungiinstigem pu verdndere sich das Spaltungsvermégen 
zuungunsten der d-Komponente des Peptids, so daB schlieBlich nur 
noch eine Wirksamkeit gegentiber der |-Komponente vorhanden sei. 


Zu einer ahnlichen ,,Trennung gelangt man, wenn man Organe 
vor ihrer Extraktion einer sterilen Autolyse im Brutschrank unterwirft. 
Es erweist sich dabei, daB die Fahigkeit zur Spaltung eines d, |-Peptids 
in der urspriinglichen GréBe erhalten bleibt, die Spaltbarkeit der 
d-Komponente des Peptids aber véllig verschwindet 2. DaB es die im 
schwach sauren Gebiet optimal verlaufende Eigenproteolyse der Organe 
ist, welche die d-peptidatische Wirkung vernichtet, schlieBen wir aus 
der Tatsache, daB beim Gewebstod intra vitam (z. B. beim Verlauf der 
Infarzierung einer Niere, Koagulationsnekrose) die d-Peptidasewirksam- 
keit erhalten bleibt. Ein infarzierter nekrotischer Gewebsbezirk hat ja 
immer ein leicht alkalisches px und eine Autolyse wird nach unserer 
Erfahrung in ihm gehemmt. Somit ergibt sich, daB jener unbekannte 
Faktor, der in Verbindung mit Mangan ein d-Peptid zu spalten vermag, 
ein leicht angreifbarer und im Vergleich zur tiblichen Peptidase emp- 
findlicherer K6rper ist. Auf Grund unserer bisherigen Versuche méchten 
wir annehmen, daB es sich bei der Hydrolyse der d-Peptide nicht um 
eine besondere Fahigkeit mancher Gewebe handelt, sondern daB jedes 
Gewebe, welches peptidatische Eigenschaften hat, auch eine, zwar im 
allgemeinen latentbleibende, Eigenschaft zur d-Peptidspaltung besitzt. 


' Naturwiss. 29, 558, 1941. 2 Voraussetzung fiir die d-Peptid- 
spaltung ist hierbei immer das Vorhandensein von Mangan in den Versuchs- 
ansaitzen, eine Erkenntnis, die man vor allem EF. Maschmann verdankt. 
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Wir pflichten damit einer erst kiirzlich wieder von EF. Maschmann | 
ausgesprochenen Ansicht bei und betonen dies, weil nach wie vor 
einige Autoren (2. Waldschmidt- Leitz, H. Herken und H. Eraleben) die 
d-Peptidspaltung als eine fiir das Carcinom spezifische Erscheinung 
betrachten. Eine biindige Aussage dariiber, ob die d-Peptidspaltung. 
die sich durch Mangan an normalen Organextrakten hervorrufen laBt, 
eine zusitzliche Spezifitatserweiterung der normalen Peptidasen sei, 
oder ob es spezifische d-Peptidasen gibt, wird wohl erst méglich sein, 
wenn eine wirkliche Trennung der beiden Wirkungen gliickt und nicht 
nur wie bei £. Bamann und bei unseren Versuchen eine mehr oder 
minder starke selektive Zerst6rung. Alle in der Literatur augenblicklich 
diskutierten Méglichkeiten, z. B. relative oder absolute Spezifitat ein 
und desselben Enzyms, Verschiedenheiten von aktiven Gruppen an ein 
und demselben. Trager, Spezifitatsabwandlungen und Erweiterung 
durch gewisse Begleitstoffe, Existenz einer isodynamen Gruppe von 
Peptidasen, miissen als Arbeitshypothesen gelten. 


Beispiele fiir die Versuche. 
1. Versuchsmaterial. 


a) Autolyse: Die zwei Nieren eines Kaninchens werden steril ent- 
nommen, die eine davon nach dem Zerreiben mit 3 Teilen 87 °,igem Glycerin 
12 Stunden bei 0° extrahiert; hierauf wird mit 3 Teilen Wasser verdiinnt und 
zentr.fugiert. Die andere Niere wird nach 48stiindiger Aufbewahrung im 
Brutschrank ebenso aufgearbeitet. 


b) Infarktniere (Koagulationsnekrose einer Niere). Die Arterie der 
linken Niere eines Kaninchens wurde unterbunden. Dauer der Unter- 
bindung = 96 Stunden. Hierauf wird das Kaninchen getétet. Ergebnis: 
Totalinfarkt. Die Aufarbeitung geschieht genau wie bei la. Als Vergleich 
dient die rechte normale Niere. 


2. Versuchsansatze. 


Im Versuchsansatz von 5cem befinden sich 3,0cem von Stamm- 
lésungen, die in 250cem 9,4g d,1l- bzw. 4,7 g d-Leucyl-glycin enthalten, 
pu auf 7,8 eingestellt; 0.5 cem Extrakt, Zusatz von Mn, Molaritat im Ansatz 
m/1000. pH der Ansitze = 7,8, Titrationsprobe = 1,0cem; Versuchs 
temperatur = 40°. Toluol. Zahlen der Tabelle bedeuten ccm verbrauchte 
n/20 alkoholische KOH. Titrationsverfahren nach Willstatter-Waldschmidt- 
Leitz, Ein Laugeverbrauch von 1,20 ccm entspricht 100% Spaltung des 


d-, bzw. 50° Spaltung des zugesetzten d, l-Peptids. iventuelle Eigen- 
spaltungen der Extrakte sind in Abzug gebracht. Fehlergrenze = + 0,05 cem 


n/20 KOH. 


! Naturwiss. 29, 518, 1941. 
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Tabelle I. d- und d,l-Leueyl-glycinspaltung durch Extrakte aus 





Acidititszuwachs (cem pn/20 Lauge 
Versuchsdauer 


% Spaltung) 


Zusatz von Mn ohne Mn 


in Stunden 
d,1-Peptid d-Peptid d, l-Peptid d-Peptid 
6 0,95 0,70 0.95 0.05 
Normale| (39,4 °%) (58,2 %) (39,4 °%) (0,0 %) 
Niere | 24 1,00 0,90 1,00 0,10 
(41.7%) (75,0 %) (41,7 %) (8,3 %) 
6 0,83 0,00 0.83 0,00 
— | ( 34,0 %) (0,0 %) 34,6 %) (0,0%) 
Niere | 24 0,90 0.00 0,88 0,00 
(37,5 %) (0,0 %) (36,6 %) (0,0 %) 


Tabelle Il. d- und d,l-Leucyl-glycinspaltung durch Extrakte aus 
normalen und infarzierten (nekrotischen) Nieren. 





6 1,00 0,90 0,96 


Normale| (41,7 %) (75,0 %) (40,0 °%) 
Niere | 24 1,10 0,90 1,06 
(45,7 %) (75,0 %) (44,0 %) 
6 0,94 0.76 1,00 
Infar- | (36,5 %) (63,2 %) (41,5 °%) 
zierte : 
Niere | 24 0,94 0,86 1,00 
(36,5 %) (71,5 %) (41,5 %) 








Acidititszuwachs (cem n/20 Lauge % Spaltung) 
be Versuchsdauer Zusatz von Mn ohne Mn 
in Stunden * spe OE Re 
d, l-Peptid d- Peptid d, l-Peptid d-Peptid 


0,00 
(0,0 %) 
0,00 
(0,0 %) 


0,00 
(0,0 %%) 
0,06 
(0.0%) 








Der modifizierte Kleintier-Stoffwechselapparat 
nach Belak und I[lényi. 
Von 
L. Berta. 


(Aus dem Rheuma- und Baderforschungs-Institut der Kurkommission 
Budapest, angegliedert dem Allgemeinen Pathologischen Institut der 
Universitat. ) 

(Eingegangen am 3. November 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Respirationsapparat fiir Kleintiere von Belak und /llényi war 
in unserem Institut 5 Jahre lang mit sehr gutem Erfolg im Gebrauch. 

Das Prinzip dieses Apparates ist, das Tier in einen luftdicht abgeschlosse 
nen Raum einzusperren, der vor Beginn des Versuches aus einer Bombe 
mit Sauerstoff gefiillt wurde; das Tier verbraucht den Sauerstoff und die 
erzeugte Kohlensiure wird von am Grunde des GefiaBes befindlichem Baryt 
wasser aufgenommen. Dabei vermindert sich der Druck im GefaB, was von 
einem Wassermanometer angezeigt wird, und wenn wir nun aus E@iner 
Biirette so viel Barytwasser von bekanntem Titer in den Apparat einfiihren, 
daB in beiden Teilen des Manometers das Wasser wieder in gleiche Héhe 
zu stehen kommt, so ergibt die Menge des bisher eingefiihrten Barytwassers, 
auf 0° C und 760 mm Hg reduziert, die Menge des verbrauchten Sauerstoffs 
ineem. Titrieren wir das Barytwasser, so kénnen wir aus der Verminderung 
seiner Alkalitat die erzeugte Kohlensiuremenge berechnen. 

Den urspriinglichen Belék-/llényischen Apparat, der aus einem Glas- 
exsikkator bestand und mit dem man den O,-Verbrauch nach Belieben 
bestimmen, aber die CO,.-Erzeugung nur am Ende des Versuchs be- 
rechnen konnte, habe ich in der Weise modifiziert, da auch die Kohlen- 
sdureerzeugung zu beliebigen Zeitpunkten bestimmt werden kann. 
In Verbindung damit wurde auch an Stelle des Glasexsikkators ein 
MetallgefaB zur Beschleunigung des Warmeaustausches und damit auch 
zur besseren Warmestabilisierung verwandt. 

Der in dieser Weise modifizierte Apparat besteht aus vier Aggre- 
gaten: 

1. Einer Respirationskammer, welche in ein Wasserbad von regulierter 
Temperatur eingetaucht ist; 

2. einer elektrischen Anlage, welche Aggregat 1 in Bewegung halt; 

3. einer das Barytwasser einfiihrenden Einrichtung und 

4. einer Barytwasser absaugenden Einrichtung. 

1. Die Respirationskammer (Abb.1 und 2) ist ein GefaiB aus 
Kupfer, von einer GréBe 320 « 240 x 200 mm, das auf vier FiiBen steht. 
Die Kammer wird oben zu drei Viertel von einem durch Schrauben 
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kraftig andriickbaren und durch Gummidichtung luftdicht verschlieB- 
baren Deckel bedeckt. Im letzten Viertel ist ihr Deckel angelétet, 
jedoch mit zwei fiir dicke Gummistipsel bestimmten Offnungen ver- 
sehen. Diese Offnungen dienen zur Aufnahme des Thermometers (£). 
des Manometers (8) und der Einleitungsréhren (A. C). Der Boden des 
GefaBes steht schief, und zwar derartig, daB der niedrigste Punkt in eine 
Ecke fallt. In dieser Ecke befindet sich das Rohr (J), welches zum 
Absaugen des Barytwassers dient; seine innere Offnung liegt 3—4 mm 
iiber dem Boden, die auBere Offnung wird durch einen Hahn (d) ab- 
geschlossen. Auf den Boden des GefiBes wird wahrend der Bestimmung 
der vierfiiBige, aus dichtem Drahtnetz bestehende Kafig (Z) gestellt, 
in welchem das Tier auf einem Gitter Platz nimmt. Die von dem Tier 
erzeugte Kohlenséure kann aus dem Kafig frei zu Boden sinken und 
dort vom Barytwasser absorbiert werden. Durch einen der Gummistépsel 
fiihrt das Sauerstoff einleitende Rohr (A), welches mit einem Hahn (i) 
zm schlieBen ist. und das Thermometer (£), mit einer Einteilung von 
0.19°C. In den zweiten Gummistépsel kommt das Wassermanometer (#), 
welches unten im Luftraum des Geriates miindet und oben an seinem 
Bogen sowie an seiner Offnung mit je einem Hahn (/, m) versehen ist. 
Durch denselben Stépsel geht auch das Barytwasser einfiihrende 
Rohr (C) und das Kontaktthermometer des elektrischen Heizappa- 
rates (F). Die ganze Stoffwechselkammer ist in ein Wasserbad 
versenkt. Im Wasserbad befindet sich noch der elektrische Heiz- 
kérper (@) und eine Kupferrohrspirale (H), welche zur Einfiihrung und 
Vorwairmung des Barytwassers dient und etwa 300 ccm Barytwasser 
enthalt. 

Zur Einleitung des Barytwassers miissen die Hahne a, 6 und ¢ 
geéffnet werden. Zum Warmeregulator gehért noch ein Relais. Die 
Kammer kann mittels zweier Griffe aus dem Wasserbad herausgehoben 
und an der Wand des Wasserbades aufgehingt werden. 

2. Die elektrische Motoranlage, welche eine Schaukelbewegung 
bewirkt, ist die gleiche wie bei dem urspriinglichen Belik-/llényischen 
Apparat. Diese Einrichtung besteht aus einer Unterlage, welche mit 
vier Kanten auf einem stehenden Gestell befestigt und durch einen Arm 
exzentrisch mit einer Motorachse verbunden ist. Die Bewegung besteht 
in einer Hin- und Herschiebung des Apparates in Horizontalrichtung, 
die Ausschlige betragen 5—6cm und die Frequenz gegen 40 in der 
Minute. Wir setzen das Barytwasser in Bewegung, um durch immer 
neu entstehende Oberflachen die Kohlensdureabsorption zu verbessern. 
Heichzeitig kommt der Gasinhalt in Bewegung. Die Schaukelbewegung 
hat auch sonstige Vorteile, denn durch sie wird nach Mansfeld das Tier 
betaubt, verhalt sich ruhiger und infolgedessen lassen sich die durch 
Bewegungen des Tieres hervorgerufenen Fehlerquellen vermindern 
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3. Das in der iiblichen Weise aufbewahrte Barytwasser wird mit 
einem Gummiballon zuerst in eine 150ccm fassende automatische 
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Abb. 1. Schema des ganzen Apparates. 


Gummitichtung 



































Abb. 2. Die Respirationskammer. (Zahlenangaben in mm.) 


Biirette (J), sodann in eine andere, 50 ccm fassende, in 0,1 cem graduierte 
automatische Biirette (/) gepreBt. Letztere kommuniziert mit einer aus 
einem Glasgefa8 bestehenden Luftkammer (K). Aus den Biiretten kann 
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man das Barytwasser durch Offnen der entsprechenden Klemmen 
(a,b,c) tiber das Kupferspiralrohr (#1) in die Respirationskammer 
einleiten. 

4. Das Barytwasser kann mittels einer Wasserstrahlpumpe (U’) 
auf zwei Wegen abgesaugt werden: Zur vollstindigen Entleerung der 
Versuchskammer wird nach Offnen von d und e das Barytwasser in das 
ExhaustorgefaB (7') abgesaugt, wihrend zur Probenahme die kalibrierte 
Absaugpipette (R) dient. In dem Falle einer Probenahme durch Ab- 
saugen des Barytwassers in die Pipette (R) flieBt bei entsprechender 
Stellung des Hahnes s das iiberfliissige Barytwasser in die Versuchs- 
kammer zuriick. 

Die Ausfiihrung der Untersuchung mit dem Apparat geschieht nun 
folgendermaBen : 

Das in dem Kafig Z eingeschlossene Versuchstier wird in die Respira- 
tionskammer gebracht, deren Deckel angeschraubt wird, worauf aus 
der Sauerstoffbombe durch Rohr A und Hahn i Sauerstoff in die Kammer 
eingelassen wird. Vorher sind die Hahne / und m zu 6ffnen. Der voll- 
standige AbschluB der Versuchskammer ist daran erkenntlich, daB aus 
dem Wasserbade selbst bei einem der héchsten Manometerstellung 
(20cm Wasser) entsprechenden Uberdruck keine Luftblasen empor- 
steigen. Wir setzen die Sauerstoffdurchstrémung solange fort, als ein 
zum Hahn / gelegtes gliihendes Ziindholz nicht aufflammt. Nachher 
verringern wir die Durchstrémung so sehr, da das Manometer nur 
eine minimale Abweichung zeigt, und gleichzeitig lassen wir aus Biirette / 
durch Offnen der Hahne a und ¢ iiber H und C 150 cem Barytwasser 
einflieBen. Der Warmeregulationsapparat war schon mehrere Stunden 
oder am Tage vorher eingeschaltet worden, so das die Temperatur im 
Falle eines Rattenversuchs jetzt ungefaihr 289°C, d.h. die kritische 
Temperatur der Ratten betraigt. Nun setzen wir mit der Schaukel- 
bewegung ein und warten, bis die Kammertemperatur genau 28°C wird. 
In diesem Moment saugen wir das in der Kammer befindliche Baryt- 
wasser durch Offnen des Wasserhahns S nach entsprechender Ein. 
stellung der Hahne e und d ab, dann schlieBen wir diese Hahne und 
lassen durch Offnen von ¢ und a aus der Biirette J wiederum 150 cem 
neues Barytwasser einflieBen. Endlich sperren wir alle Hahne und 
Klemmen, zum SchluB auch die Manometerhahne / und m ab. Dieser 
Zeitpunkt, in welchem auch das Barometer abgelesen wird, soll als 
Anfang des Versuchs notiert werden. Wollen wir den Versuch auf 
1 Stunde bemessen, so kénnen wir schon jetzt noch weitere 150 ccm 
Barytwasser einfiillen. 

Die Auswertung des verbrauchten Sauerstoffs und der erzeugten 
Kohlensaure geschieht wie folgt: wir warten vor allem, bis die Innen- 
temperatur, welche gewéhnlich eine Schwankung von — 015°C auf- 
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weist, genau 28°C wird. In diesem Moment fiihren wir so viel Baryt- 
wasser in das Gerat ein, bis das Manometer sich auf den Nullpunkt 
einstellt. Das Volumen des bisher eingeleiteten Barytwassers, auf U9 C 
reduziert, gibt die Menge des verbrauchten Sauerstoffs an. Um die 
Menge der erzeugten Kohlenséure zu bestimmen, entnehmen wir auf 
die angegebene Weise eine Probe von 30 ccm Barytwasser und titrieren 
dieselbe mit einer eingestellten Oxalsaiurelésung. 

Wenn wir den Versuch fortsetzen wollen, miissen wir die durch 
die Entnahme der 30 ccm Barytwasser entstandene Luftdruckvermin- 
derung durch die gleiche Menge frischen Barytwassers ersetzen. Dieses 
Barytwasser wird bei Ausrechnung des 0,-Verbrauchs in den folgenden 
Zeitabschnitten selbstverstindlich nicht beriicksichtigt, muB aber bei 
der Ermittlung der CO,-Erzeugung der folgenden Zeitabschnitte ein- 
gerechnet werden. 

Zu Versuchsende wird das gesamte Barytwasser abgesaugt, die 
Respirationskammer aus dem Wasserbad herausgehoben, an die Wand 
des Wasserbades gehangt, gedffnet und das Tier mit dem Kafig entfernt. 

Wenn der Versuch mehr als 4—5 Stunden dauert, so ist empfehlens- 
wert, die bisher eingefiihrte tibergroBe Barytwassermenge abzusaugen 
und ohne die Respirationskammer zu 6ffnen mit dieser kleinen Unter- 
brechung einen neuen Versuch zu beginnen. 

Die folgende Tabelle stellt ein Beispiel der Auswertung dar: 





=. sae! ae ed a . In einem CO,-Wert 
Kammer Baryt Redu Conan Péttabackintks | vow 1 com 


| temperatur  wasser | zierter Og erzeugte CO Barvt- 


Korri- 
Zeit - gierter 
punkt Luftdruck 


mm Hg 0C ecm ccm | ecm eem wasser 
15hQ2' 756,: 28 150 
16hO1' 756,3 28 + 310 267,9 211,6 211,6 0,46 
460 
30 == - (14,4) 
+ 30 
17h02' 756,3 28 + 336 290,4 
796 = = 437,8 240.6 0,55 
452,2 
Literatur. 


S. Belak u. A. Ill’nyi, diese Zeitschr. 281, 27, 1935. 
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Die Wirkung von Alkalimetall-lonen 
auf den Grundstoffwechsel. 
Von 
Ladislaus Berta und Gustav Gyéri. 
(Aus dem Rheuma- und Baderforschungs-Institut der Kurkommission 
Budapest, angegliedert dem Allgemeinen Pathologischen Institut der 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 3, November 1941.) 


BefaBt man sich mit den Wirkungen der Heilwiisser, so ergibt sich 
die Frage, welchen EinfluB diese Wasser auf den Grundstoffwechsel 
ausiiben. Um ihre Gesamtwirkung zu erkennen, mu} man zuerst die 
ihrer einzelnen Ionen gesondert erforschen. In dieser Arbeit berichten 
wir tiber unsere auf die Magnesium- und Natriumwirkung beziiglichen 
Untersuchungen. 


Versuche, welche in unserem Institut durch Aliebert (7) ausgefiihrt 
wurden, beweisen, daB Kaninchen, welche mit einem magnesium- und 
natriumhaltigen Mineralwasser getrinkt wurden, auf eine Adrenalin- 
injektion mit einer Hyperglykimie geringeren Grades und kiirzerer Dauer 
reagieren als die unbehandelten Kontrollen. Gleichzeitig wird die bei Ver- 
abreichung von Dextrose eintretende Zuckerbelastungskurve viel héher, 
was durch eine bessere Anreicherung von Glykogen in der Leber erklirt 
werden kann. 

Auch Frankes (8) Versuche weisen auf Mg-gluconatwirkung Glykogen- 
speicherung in der Leber nach. Nach Hazard und Vaille (9) geniigt eine 
kleine Menge Magnesium zur Verminderung des Blutzuckers. Dasselbe 
beweisen auch die Versuche von Lang und Rigo (10). Kliebert (7) erklart 
die bei seinen Versuchen beobachtete Mg-Wirkung als eine Umstimmung 
des vegetativen Nervensystems in parasympathischer Richtung. 

Auf Grund des Vorstehenden erschien es interessant, die Literatur von 
dem Gesichtspunkte aus zu durchsuchen, welchen EinfluB ein para 
sympathisches Ubergewicht auf den Grundstoffwechsel ausiibt. Nach 
Labbé und Rubinstein (11) vermindert das parasympathicomimetische 
Acetylcholin und das Sympathicus lihmende Yohimbin den Grundstoff 
wechsel in gleicher Weise. Dieselben Autoren sahen auch beim Ergotamin 
eine ahnliche Wirkung. Nach Orestano (12) vermindert das Ergotamin 
ebenfalls den Grundstoffwechsel und mit Adrenalin zugleich gegeben ver 
hindert es dessen erhéhende Wirkung. Alle diese Autoren stimmen in bezug 
auf die den Grundstoffwechsel steigernde Wirkung des Adrenalins iiberein 
und bezeichnen die Wirkung von Atropin und Pilocarpin als zweiphasisch. 

Auf Grund der erwahnten Angaben miissen wir darauf schlieBen, 
daB bei Verabreichung von Magnesiumsalzen der Grundstoffwechsel 
vermindert wird, wenn das Magnesium wirklich eine in der parasym- 
pathischen Richtung erfolgende Verschiebung des vegetativen Gleich- 
gewichts des Organismus hervorruft. In bezug auf die Na-Wirkung 
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sind uns ahnliche Vorarbeiten nicht bekannt. Wir verabreichten das 
Mg und Na in Gestalt ihrer Gluconsalze unter der Voraussetzung, daB 
das Gluconat als Anion sich indifferent verhalt und die Wirkung des 
Kations demzufolge méglichst ungestért zur Geltung kommt. 

Die Versuche wurden in zwei Gruppen eingeteilt: in der ersten 
beobachteten wir die auf eine einmalige Injektion von Mg- bzw. Na-glu- 
conat sofort eintretende Grundstoffwechselverinderung, in der zweiten 
dagegen die auf ldngerdauernde Mg- bzw. Na-gluconatfiitterung 
eintretenden spdteren Verainderungen. 

Die Bestimmung des Grundstoffwechsels erfolgte zum Teil mit 
dem urspriinglichen Stoffwechselapparat fiir Kleintiere von Beldk- 
/llényi (13), zum Teil mit der von Berta angegebenen Modifikation 
desselben, welche in der vorgehenden Arbeit genau beschrieben wurde. 

Unter den zur Untersuchung verwendeten 15 Stiick 160 bis 220 g¢ 
schweren normal entwickelten, mannlichen Ratten erwiesen sich zu 
Stoffwechselversuchen vier Tiere als vollkommen geeignet. An diesen 
fiihrten wir zur Bestimmung des normalen Grundstoffwechsels nach 
16 —20stiindigem Hungern dreimal einen 2 Stunden dauernden Versuch 
aus. Nach den vorgenommenen statistischen Berechnungen waren die 
Abweichungen vom Mittel sehr gering — die Fehler betrugen !/,5) oder 
1/59) des Durchschnittswertes —, so da8 die Zuverlassigkeit unserer 
Mittelwerte auBer allem Zweifel steht. 

Um zu vermeiden, da’ die saisonmaBigen Veranderungen der 
Fiitterung den Grundstoffwechsel unserer Ratten beeinflussen, hielten 
wir sie auf einer gleichbleibenden Diat, welche aus einem Weizen-. 
Gerste- und Maisgemisch, auBerdem aus Casein und Fett bestand. Zur 
Deckung des Vitaminbedarfs enthielt dieselbe Butter und Hefe, als 
erforderliche Salzmenge das Salzgemisch nach Mc. Collum. Die Versuche 
fiihrten wir stets mit 16—20 Stunden lang hungernden Tieren aus. 


I. Magnesium-Versuche zur Priifung der akuten Wirkung. 


In der nachstehenden Versuchsreihe injizierten wir 1,5—2,0 ccm 
10%ige Magnesiumgluconatlésung subcutan und bestimmten nach 
deren Verabreichung 6 Stunden hindurch in !/,stiindigen Intervallen 
den Grundstoffwechsel des Tieres. Bei den Ratten Nr. 5, 10, 13 fiihrten 
wir je drei, bei Nr. 7 wegen Verenden des Tieres bloB einen Versuch 
in dieser Weise aus. 

Auf die Injektion von Mg-gluconat verringert sich der Grundstoff.- 
wechsel der Ratten (Tabelle I). Diese Verminderung erreicht ihren 
Tiefpunkt in der 3.—4. halben Stunde, in der namlich — den normalen 
O,-Verbrauch mit 100% angenommen — dieser auf 53—83% absinkt. 
so daB wir eine Senkung von 17—47°% beobachten kénnen. Diese 
Verringerung trat in jedem Versuche ein. Darauf beginnt der Grund- 
stoffwechsel wieder zu steigen und erreicht in der 5.—8. halben Stunde 
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das normale Niveau, manchmal erhebt er sich sogar noch dariiber, 
um sich dann nach kleineren oder gréS8eren Schwankungen auf die 
normale Héhe einzustellen; in einem anderen Teile der Fille ver- 
bleibt er standig auf dem normalen Niveau. 

Die in dieser Versuchsreihe angewandte Mg-gluconatlésung kann 
in osmotischer Beziehung ungefahr als physiologische Lésung angesehen 
werden. Infolge ihrer allgemeinen physikalischen Wirkung lassen solche 
Salzlésungen den Grundstoffwechsel entweder unverindert oder er- 
hdéhen ihn in geringem Mae. Eine Beobachtung, nach welcher der 
Grundstoffwechsel physikalisch verkleinert wird, ist im Schrifttum 
iiberhaupt nicht vorzufinden, weshalb unser Befund nur von der chemi- 
schen Wirkung des Mg-gluconats herriihren kann. Das Gluconat ist 
jedoch, wie dies auch unsere spater mitgeteilten Versuche beweisen, 
als organisches Anion ebenfalls unwirksam, so daB die Grundstoff- 
wechselverminderung der Mg-Wirkung zuzuschreiben ist. 

Im Laufe unserer Versuche tauchte noch der Gedanke auf, ob 
die hier beobachtete Wirkung nicht bloB die Folge der narkotischen. 
richtiger einschlafernden, beruhigenden Wirkung des Magnesiums sei: 
dies ist jedoch schon darum nicht wahrscheinlich, weil nach unseren 
Beobachtungen die Beweglichkeit der Ratten nach Einspritzung des 
Magnesiums sich nicht anderte. Wir wollen erwahnen, da nach 
Matthei und Butturini (14) beim Kaninchen wenigstens 3 g/kg MgSO, 
eine Narkose hervorruft. Diese Menge entspricht, auf reines Mg um- 
gerechnet, ungefahr 0,6g, demgegeniiber haben wir nur 0,05g Mg 
angewandt. Von dieser kleinen Dosis ist also eine narkotische Wirkung 
nicht anzunehmen. Beziiglich der auf den Grundstoffwechsel ausgeiibten 
Wirkung der Narkotica waren noch Lee Miltons (15) Versuche zu er- 
wahnen, nach denen 0,05 g/kg Isoamylathylbarbitursiure — also eine 
sehr stark betaubende Dosis — eine 5—18°% Verminderung hervorruft, 
0,60 —0,90 g/kg Urethan, also ebenfalls eine groBe Dosis, nur eine solche 
von weniger als 10°%. Die in unseren Versuchen beobachtete Ver- 
minderung des Grundstoffwechsels kann daher mit der narkotischen 
Wirkung des Mg nicht erklairt werden. 

In ahnlichem Sinne sind auch die Versuche von Tangl und Ver- 
zér (16) zu verwerten, welche fanden, daB der Grundstoffwechsel durch 
Curare nur bei solchen Tieren gesenkt werden kann, die an Stoffwechsel- 
bestimmungen nicht gew6hnt waren, bei daran gewéhnten jedoch nicht. 
Unsere Tiere, welche eine groBe Zahl von Versuchen durchmachten, 
sind also als angew6hnt zu betrachten. 


II. Magnesium-Fiitterungsversuche. 


In der zweiten Gruppe unserer Versuche priiften wir die auf Grund 
dauernder Mg-Verabreichung eintretende Verainderung des Grundstoff- 
wechsels. 
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Fiir unsere Versuche wahlten wir 20 Ratten. Im allgemeinen be- 
stimmten wir je zehnmal in zweistiindiger Untersuchungsdauer den 
normalen Grundstoffwechsel der Tiere und wihlten zim Hauptversuche 
jene vier Tiere aus, bei denen der wahrscheinliche Fehler (P. E.) des 
Mittelwertes (/) kleiner als 2° desselben war. Der Stoffwechsel 
solcher Tiere ist geniigend gleichmaBig, um die Abweichung vom nor- 
malen Wert verlaBlich beobachten zu kénnen. Wahrend der ganzen 
Versuchsreihe hielten wir die Tiere auf der Me. Collumschen Normaldiat, 
welche wir genau dosierten, so daB die Tiere taglich 7,5°% ihres Kérper- 
gewichts erhielten. Nach Feststellung des normalen Grundstoffwechsels 
wurden die Tiere mit Mg gefiittert und ihr Grundumsatz wieder bestimmt. 
Zu diesem Zwecke fiihrten wir neuerlich zehn Versuche durch. Nach 
Ausfiihrung von zehn Versuchen stellten wir die Mg-Darreichung ein 
und beobachteten, wéchentlich je eine Bestimmung vornehmend, 
noch durch 5 Wochen die Riickkehr des Grundstoffwechsels zum nor- 
malen Wert. 

Zu unseren Versuchen wahlten wir als Untersuchungsmaterial 
eine Mg-gluconatlésung, welche pro ccm 5 mg reines Mg enthielt; die 
Ratten bekamen dann pro g Kérpergewicht taglich 0,01 ccm in die 
Normaldiat gemischt, bei der wir den urspriinglichen Grundstoffwechsel 
bestimmt hatten. Auf diese Weise wurden also taglich pro g K6érper- 
gewicht 0,05 mg reines Mg verabreicht. 

Die Bestimmungen fiihrten wir in vollkommen gleicher Weise 
wie oben aus. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in 
Tabelle IT angefiihrt. Die O,- und COQ,-Menge driickten wir durch die 
eem /Stunden-kg-Zahl aus. Die ersten zehn Versuche zeigen den nor- 
malen Stoffwechsel, die zweiten zehn den Stoffwechsel wahrend der 
Mg-Verabfolgung. Der Mittelwert bei diesen Versuchen blieb bedeutend 
unter dem Normalen. Die aus diesen Durchschnittszahlen und den 
wahrscheinlichen Fehlern errechnete signifikante Differenz (AK) zeigt 
tatsaichlich einen bedeutenden Unterschied, dessen Wert iiberall iiber 4, 
meistens sogar tiber 6 betrigt. In je fiinf Versuchen der dritten 
Versuchsgruppe konnte nachgewiesen werden, dab nach Einstellung 
der Mg-Verabfolgung der Wert des Grundstoffwechsels wieder zur 
Norm zuriickkehrt. 


If. Natriumgluconatversuche zur Priifung der akuten Wirkung. 


In Zusammenhang mit der Verabreichung von verschiedenen 
Natriumsa!zen ausgefiihrte Grundstoffwechseluntersuchungen sind in 
der Literatur in groBer Zahl zu finden. 

In einem Teile dieser Untersuchungen wurde eine Erhéhung, in einem 
anderen eine Verminderung des Grundstoffwechsels beobachtet, je nachdem, 
welche Natriumverbindungen, in welcher Weise, in welcher Dosis und wie 
lange sie angewandt wurden. Eine Erhéhung des Grundstoffwechsels beob 








ryorl 


c 


‘ 
. 


L. Berta u. (¢ 


86 


FRO 
LCR 
196 
G68 
tt6 


‘O9 


0% 


boel 
OGOlL 
cel 
Pel 
FEEl 
LOGI 
co9 
tS*sI 
F90T 


8601 
FOTT 
PIOT 
9cOT 





cSt 
9LTI 
erel 
GLel 
991 


*O 





688 
£66 
OTT 
666 
928 
666 


7009 


lell 


OcOl 
[Gel 
FEOI 
Cael 


coll 
9g‘¢ 
861 
acOl 
O06 
OTT 
ch6 
066 
666 
66 
t86 
e901 
9FTT 
SoTl 


etl 


EcTl 


OTT 
eGOT 
98el 
Sstl 
esti 


FETT 





£66 


6L6 
[eg 
CGSB 
9C6 
Oc6 
LL6 
268 
666 
£06 
696 


"oo 





FSOT 
Lert 
SIEl 


9L6I 


9°9 


9G*6T 
C9OT 


9201 
e9O0T 
9COT 
SOOT 
O<OT 
SOOT 
PLOT 
FLOT 
OFTT 
Glél 
S‘9T 


10eT 
GLéel 
FoaT 
erel 
S8II 
Sstl 
Stal 
8901 
9COT 
SLcl 
Stel 


OSS 
Sc0l 
OL6 
£e6 
ae 
7 
1g°C] 
998 


ITs 
998 
Pc6 
£26 
O88 
cog 
961 
906 
Fog 
068 
oS 
166 
900T 
9F8 
C6 
S6LT 
O16 
Z8TT 
R06 
ZIOl 
C6 





ESll 
Pel 
S9ET 
OOET 
OTT 


VoU 
OT FT 
IFT 


e901 
O8OT 
Geral 
SgTl 
FOTI 
c60T 
2601 
FOTT 
OLTI 
Stel 


S°LT 


6Fel 


9961 








-yRuoony3-FyKq ¢ 
top qoeN | Z 


I 
cet eoes + Weg +g 
ceeeee Taare WwW 
OT 

6 

8 

sunioyyny b 

-yeuoon[s-3Iq - 

Jap pusrqeM ; 

€ 

G 

I 





Weare sa9pyag 
IOYOTULOosIye A 
oT tempera 


Ol 
6 


ti-®D 


OYLIMPBULIONT 


1% =H 


a 





a 


“IN -sonssa A 





‘TI 91 [1PqQRB ZL 





) 
9 


¢ 


8( 


1 add 


— 


814 


1034 
1004 


991 


1457 


rit) 
L028 


S89 


c 
e 


Lobd 
1343 


Me -fiuconat- 
fiitterung 


| 


vo 
4 


‘ 


8 
809 


1221 


1020 


1084 


10 


ROG 


1020) 


16 


o 
V 


20) 


] 


1121 


1201 











Wirkung von Alkalimetall-Ionen auf den Grundstoffwechsel. S87 


achteten Loewy (1) und Rader (2) auf die Wirkung von Na,CO,, Loewy (3) 
auf Boraxwirkung. Unverandert bleibt der Grundstoffwechsel auf perorale 
Verabreichung von Na,CO, und NaCl, nach Leimdérfer (4) vermindert 
er sich auf Na,PO, und nach Henriques (5) auf dauernde intravendése 
Verabfolgung von NaNO, und Na,SO,. In Gewebsstoffwechselunter- 
suchungen beobachtete Myrhmann (6) am Froschschenkel auf die Wirkung 
von NaCl, KCl, CaCl,, MgCl, eine Verminderung der Oxydation. Ihm 
gegeniiber fanden andere Untersucher auf Wirkung der Na-Salze eine 
Erhéhung des Grundstoffwechsels. 

Die erwahnten Ergebnisse geben jedoch keine Antwort auf die 
Frage, die wir uns vorgelegt hatten. Diese Versuche wurden iiberall 
mit anorganische Anionen enthaltenden Salzen ausgefiihrt; wir haben 
also alle Ursache anzunehmen, daB in die Ergebnisse — abgesehen von 
der GréBe der Dosis — auch die spezifische Ionenwirkung der Anionen 
hineinspielt. Deshalb machten wir zum Gegenstande unserer Unter- 
suchung das Natriumgluconat, von dem wir in dieser Reihe unserer 
Versuche pro g Kérpergewicht 0,05 mg injizierten. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir je vier Ratten. In der ersten 
Versuchsreihe bestimmten wir den Grundstoffwechsel der vier Tiere 
in zweistiindigen Versuchen, dann fiihrten wir nach der Injektion 
von Na-gluconat die Grundstoffwechselbestimmungen durch weitere 
6 Stunden aus. Unsere Versuchsergebnisse stellen wir in Tabelle III 
zusammen. 

Nach diesen Versuchen bringt die Na-gluconatinjektion im Grund- 
stotfwechsel keine gréBeren Veranderungen zustande. Bei den Tieren 
Nr. 16 und 17 betragt der Unterschied + 7,.5°% bzw. + 7.3%. beim 
Tier Nr.13 + 3.1%, bei Nr.18 — 1,6%. Diese Unterschiede sind 
geringfiigig und nicht eindeutig, also nicht als bedeutende Veranderung 


zu betrachten. 


IV. Natriumgluconat-Fiitterungsversuche. 


In dieser Versuchsreihe bestimmten wir bei vier auf normale Diat 
gesetzten Tieren den Grundstoffwechsel in je einer Versuchsreihe von 
zehn einzelnen Versuchen, fiigten danach zur Diat Na-gluconat (0,05 mg 
Natrium pro g und Tag) hinzu und bestimmten in neuerlichen zehn 
Versuchen im Laufe der Gluconatfiitterung den Grundstoffwechsel : 
endlich stellten wir nach Beendigung der Verabfolgung mittels je einer 
Untersuchung woéchentlich das weitere Verhalten des Grundstoffwechsels 
fest. Nach den in der Tabelle IV angefiihrten Ergebnissen vermindert 
sich der Grundstoffwechsel der Tiere im Laufe der Na-Fiitterung. Die 
statistische Auswertung sichert die Richtigkeit der Ergebnisse. Einige 
Wochen nach Einst«llung der Verabreichung kelirte der Grundstoff- 
wechsel wieder auf den normalen Wert zuriick. 
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Tabelle III. 





N elias Nach der Natriumgluconat-Injektion 

Tier Normalwerte in den einander folgenden Stunden 
“i ER OS Set 

1. Std. 2. Std.) O—1 1—2 2—3 3—4 4—5 5—6 





O, 1130) 1144 11931152, 1079-1067 -—| «10801148 

CO, 861 847 = 877 829 754 757 756 794 

13 O, 1135 1124 1148 1184 1150 «1068 —-1180 1160 
CO, 805 §=806 = 815 835 818 756 844 814 

O, 1108 | 1128) 1153) | 1115-1190 | 1125 | 1114 «=| 1184 

CO, 777811 834 799 785 801 774 793 

O, 1238 | 1258 || 1257 1246 | 1378 = 1196 =| 1312 | 1359 

CO, 899 = 899 899 901 978 837 909 978 

16 O, 1207 | 1248 | 1330) =—-1293— 1271 1247 1256 1279 
CO, 907 «936 =: 983 957 905 875 906 914 

oO, 1127 | 1111 || 1431 1375 =: 13820 |: 13833) «1323 |: 1265 

CO, 834 840 1017 906 973 «61000 = 1040 =| 897 

O, 1043, 1008.) 1000 1014 1047 1005 1046 1047 

CO, 767726 700 762 157 735 742 714 

17 Os 1003 1009 1065 1025 | 1022 991 1030 | 1028 
CO, 693 7260757 740 716 738 730 739 

O, 1061 1066 1047 | 1114 | 1097 1127 | 1254 1124 

CO, 795 = 799 754 793 784 779 844 798 

O, 1188 | 1233 | 1156 | 1191 1188 | 1220 | 1144 | 1218 

CO, 849 846 8 810 834 822 831 816 828 

18 O, 1028 | 1062) 1059 | 1057) :11038' | 1169 | 1123-1110 
CO, 801 775 =6©816 | 772 803 832 804 879 

O, 1136 1071 1102 | 1062 1049 | 1109 | 1087 1112 

CO, 807 773777 754 747 776 783 811 


0, 1119 1161 1152-1157 | «1138 | 1162 | 1165 
M... i ud 

~ "Hi CO, 816 836 = 8238, 820s 810s 829 ~— 830 
PE. | Os 10,8 23,9; 21,6; 223) 195| 17 18,8 
“Me CO, 8,0 13,3' 183) 153) 145| 17,1; 146 
Pe a 1,6 14 1b; 09| 21 2,1 
"Hl CO, 13; O44 O2 Of; 07! O8 


V. Gluconatkontrolle. 


Im Zusammenhang mit der den Grundstoffwechsel vermindernden 
Wirkung des Magnesium- bzw. Natriumgluconats ergab sich die Frage. 
ob bei der Verringerung des Stoffwechsels nicht auch das Gluconat-Ion 
mitspiele. Zur Feststellung dieser Frage fiihrten wir an zwei Tieren 
Fiitterungs-Kontrollversuche aus, und zwar mit derselben Gluconsaure- 
dosis, welche in dén vorstehenden Untersuchungen an Magnesium 
bzw. Natrium gebunden war. 
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Tabelle V. 











Tier Nr 8 9 
Versuchs-Nr. O, CO, O, CO, 
I. 1169 900 1083 750) 
Il. 1148 870 1048 740 
Ill. 1176 890 990 820 
IV. 1102 825 1012 740 
V. Normal- 1140 780 1043 828 
VI. werte 1190 910 L114 754 
VIL. 1054 959 998 718 
VILL. 1188 920 1090) 780 
IX. 1145 910 999 893 
€ 1163 890 1041 761 
ids nanter ot 1147 885 1041 778 
P.J iis es Sak eS oo SE 7,36 10,8 9,17 11,6 
om i 
3 1071 788 854 683 
Il. 1214 1012 967 809 
Iil. ee 1043 818 1074 753 
iv. | Wahrend 1085 817 993 689 
V. oer 1029 760 984 ° 741 
VI. Glucon- 1263 984 1178 928 
V8. 1140 844 1182 861 
vit, - | *#terung 1187 929 1150 825 
IX. 1065 859 1072 732 
ah 1110 850 1047 736 
_ PRS rep ee ee 1121 866 1050 775 
SO ERE Poa 16,3 21,3 22,2 16,6 
RE ETE Rye: 1,4 0,79 0,37 0,15 


Nach Tabelle V bringt die Gluconsaiure keine wesentliche Ver- 
anderung im Grundstoffwechsel zustande, was auch der geringe Wert 
der signifikanten Differenz beweist. 

Aus den Ergebnissen dieser Versuche kann daher geschlossen werden, 
da die auf dauernde Verabfolgung von Magnesium- bzw. Natrium- 
gluconat eintretende Grundstoffwechselverminderung nicht dem Glu- 
conat, sondern der spezifisch chemischen Wirkung des Magnesium- 
bzw. Natrium-Ions zuzuschreiben ist. 


Zusammenfassung. 


1. Auf subecutane Injektion von Mg-gluconat vermindert sich 
bei der Ratte der O,-Verbrauch in den ersten 2 Stunden um 20—40°%,. 

2. Nach dem Abklingen dieser Wirkung tritt im O,-Verbrauch 
der Tiere in der Mehrzahl der Faille eine Erhéhung von 5—20% tiber 
den normalen Wert ein, in einem kleineren Teile der Faille steigen die 
Werte nur bis zur Norm. 

3. Die durch eine einmalige Injektion des Mg-gluconats eintretende 


Stoffwechselsteigerung klingt in 6—7 Stunden vollstandig ab. 
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4. Bei dauernder peroraler Verabreichung von Mg-gluconat sinkt 
der Grundstoffwechsel der Ratten signifikant um 10—15%. 

5. Bis zum Eintreten der Wirkung sind im Falle der von uns ge- 
wahlten Dosis 10—20 Tage erforderlich, dieselbe balt dann ungefahr 
10—20 Tage an. 

6. Auf subcutane Injektion von Na-gluconat zeigt der Grundstoff- 
wechsel von Ratten keine wesentliche Veranderung. 

7. Auf dauernde perorale Verabfolgung von Na-gluconat  ver- 
mindert sich der Grundstoffwechsel signifikant um 10—-18°%. 

8. Die Stoffwechselverminderung des Natriums tritt 2—3 Wochen 
nach der Verabfolgung ein und dauert dann noch 2—3 Wochen an. 

9. Auf dauernde perorale Verabreichung von Gluconsiure kommt 
keine wesentliche Stoffwechselveranderung zustande. 

10. Die auf die Wirkung des Magnesium- bzw. Natriumgluconats 
eintretende Grundstoffwechselverminderung ist der Wirkung des 
Magnesium- bzw. Natrium-Ions zuzuschreiben. 
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Zum Wirkungsmechanismus 
der Sulfanilamid-Derivate (Sulfapyridin). 
Von 
S. Lajos. 
(Aus der Medizinisch-Diagnostischen Klinik der kgl.-ung. N. v. Horthy- 
Universitat in Szeged, Ungarn.) 
(Eingegangen am 12, September 1941.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seit der Einfiihrung des Sulfanilamids und seiner Derivate in die 
Klinik ist das einschligige Schrifttum miachtig angewachsen. Die 
meisten Abhandlungen haben die genaue Beschreibung klinischer 
Beobachtungen oder die Aufzeichnung statistischer Angaben zum 
Gegenstand und bloB ein kleinerer Teil derselben befaBt sich mit dem 
Wirkungsmechanismus der in Frage stehenden Praparate. 

Die bisher tiber den Wirkungsmechanismus aufgestellten Theorien 
lassen sich in vier Hauptgruppen einteilen. 1. Die Sulfanilamide und 
ihre Produkte iiben eine férdernde Wirkung auf die spezifischen und 
unspezifischen Schutzstoffe aus. 2. Die Bacterientoxine werden un- 
schadlich gemacht. 3. Direkte Wirkung auf die Bacterien, teils auf dem 
Wege der Keimtétung, teils auf andere, bisher noch ungeklarte Weise 
4. Die Wirkung der Praparate kommt durch die eine oder andere Kom. 
bination der erwihnten Méglichkeiten zustande. 

Von den moisten Verfassern wird heute eine bacteriostatische 
Wirkung der Sulfanilamide und ihrer Verbindungen angenommen 
Demnach werde das Wachstum der Mikroorganismen durch die Praparate 
in vitro und in vivo gehemmt. King, Henschell und Green (1) wiesen 
nach, daB die Entwicklung der Streptokokken in der Gewebekultur 
durch Sulfanilamid gehemmt werde. Domagk (2) — dem bekanntlich 
die Kinfithrung der Sulfanilamid-Verbindungen in die Chemotherapie 
der Infektionskrankheiten zu verdanken ist — vertritt die Ansicht, daB 
die Bacterien in dem infizierten Organismus auf die Einwirkung der 
erwahnten Verbindungen hin in ihrer Entwicklung gehemmt werden, so 
da sie der Organismus leicht angreifen kann; Einzelheiten tiber den 
Wirkungsmechanismus selbst werden aber nicht erwahnt. 

Man mu8 sich nun fragen, auf welche Weise die bacteriostatische 
Wirkung des Sulfanilamids und seiner Derivate vor sich gehe. Es ist 
anzunehmen, daB der Stoffwechsel bzw. die enzymartige Funktion der 
Mikroorganismen durch die Sulfanilamide ausgeschaltet werde. Shin. 
Main und Mellon (3) nehmen an, da8 Pneumokokken und Streptokokken 
imstande seien, Sulfanilamid in eine antikatalytische Verbindung zu 
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verwandeln, welche die Blutkatalase inaktiviert und die Vermehrung des 
Wasserstoffperoxyds begiinstigt, das bekanntlich auf die Mikroorganis- 
men zerstérend wirkt. Besonders zu erwahnen ist die Beobachtung von 
Lockwood (4), wonach die Bacterienproteasen durch die Verbindungen 
zerstért und somit das Wachstum derselben gehemmt* werde. 

Bei unseren Untersuchungen zur Erforschung des Wirkungs- 
mechanismus von Sulfanilamid-Derivaten gingen wir von den bekannten 
Erfahrungen von Mac Leod und Gordon (5) aus, wonach durch viele 
Mikroorganismen, so auch durch die Pneumokokken, in Kulturen H,O, 
erzeugt werde. Diese Verfasser fiihren den Untergang der Pneumo- 
kokken in Kulturen auf die Uberproduktion des Peroxyds zu- 
riick. Wird zur Pneumokokkenkultur Katalase in Form von rohen 
Kartoffeln hinzugefiigt, dann wird — nach Avery und seinen Mit- 
arbeitern (6) — Peroxyd nicht gebildet oder in statu nascendi abgebaut ; 
es ist naimlich dann nicht mehr nachweisbar und die Pneumokokken 
kénnen sich ungestért entwickeln. Sevag (7) konnte bei seinen Atmungs- 
versuchen ebenfalls die Verlingerung der Lebenserscheinungen der 
Pneumokokken in Gegenwart von Katalase beobachten. 

Wir gingen von dieser biologischen Eigenschaft der Pneumokokken 
aus und versuchten, die Wirkung der Sulfanilamidverbindungen auf die 
Pneumokokken bzw. den Mechanismus dieses Vorgangs auf «diesem 
Wege zu beleuchten. Als Sulfanilamid-Derivat verwendeten wir das 
Priiparat ,,Sulfapyridin®“ (— Para-Aminobenzol-Sulfo-x-Pyridinamid) 
der Firma Richter-Budapest, das uns durch die Fabrik in zavorkommen- 
der Weise zur Verfiigung gestellt und dessen hohe Wirksamkeit bei 
zahlreichen Pneumokokkeninfektionen nachgewiesen worden war. Den 
Ausgang unserer Versuche bildete die Annahme, da Sulfapyridin eine 
bacteriostatische Wirkung ausiibe, deren Ursache wahrscheinlich in 
der Stérung der Stoffwechselvorginge der Mikroorganismen zu suchen 
ist. In diesem Sinne schien uns die Untersuchung des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels der Pneumokokken als besonders geeignet. Das weitere 
Ziel bildete die Untersuchung der antikatalytischen Wirkung des Sulfa- 
pyridins; falls naimlich der Stoffwechsel der Pneumokokken durch 
Sulfapyridin gestért wird, dann diirfte dadurch sowohl die katalytische 
Wirkung wie auch die Peroxydbildung beeinfluBt werden. SchlieBlich 
wollten wir noch erfahren, ob es sich um eine reversible oder irreversible 
Wirkung handle und ob an dem mit diesem Praparat behandelten Blut- 
serum der Pneumoniker einer der Sulfapyridinwirkung ahnliche Wirkung 
wahrnehmbar sei oder nicht. 


Methodik. 


Zu den Versuchen verwendeten wir vier Typen von virulenten 
Pneumokokken. Typus I, Stamm Nr. 103 (aus dem R#.-Koch-Institut) ; 
Tyvpus LL, Stamm Nr. 104 (R.-Koch-Institut): Typus IL, Stamm Nr, 147 
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(Pathol Univ.-Institut, Szeged); Typus III, Stamm Nr. 138 (R.-Koch- 
Institut) und Typus VII (der Gruppe X), Stamm Nr. 139, aus un- 
bekannter amerikanischer Quelle. 

Die Stamme wurden zunachst 8—10 Stunden bei 37° in Rinderherz- 
bouillon, dann nach dem Uberimpfen in 0,1 °iger Glucose-Rindfleisch- 
briihe abermals 8—10 Stunden geziichtet. Nach dem kraftigen Zentri- 
fugieren der Kulturen wurde das vereinigte Bacteriensediment in 
m/15 Phosphatpuffer bei px — 8 suspendiert, abermals zentrifugiert 
und die oben angesammelte klare Fliissigkeit abgesaugt. Die auf diese 
Weise gewaschenen Bacterien gelangten — ebenfalls im m/15 Phosphat- 
puffer bei px — 8 — in der unten beschriebenen Menge als Suspension 
zur Verwendung. 

Die Atmungsversuche gingen unter aeroben Bedingungen nach dem 
Verfahren von Warburg vor sich, wobei wir kleine GefaiBe und das 
Barcro{t-Manometer verwendeten; als Puffer diente die m/15 Phos- 
phatmischung mit px —- 8; Versuchstemperatur — 36,5°C. Jedes 
GefiB enthielt 5cem, und zwar 1,5cem Bacteriensuspension sowie 
3,5cem verschiedener Substrate: d-Glucose, Milchsiure, Natrium- 
pyruvat in wasseriger Lésung, Sulfapyridin, Blutserum und Puffer- 
lésung. 

Herstellung der Bacteriensuspension. Die gewaschenen Pneumo- 
kokken wurden bei px — 8 in dem m/15 Phosphatgemenge so suspen- 
diert, da die Durchsichtigkeit der Suspension im Reagensglas dem 
VIL. bis VIII. Glied der Mac Farlandschen Vergleichsreihe entsprach. 
15ccm dieser Bacteriensuspension enthielten 6—10 mg_trockener 
Bacterienformelemente. Zwecks leichterer Ubersicht berechneten wir 
simtliche Ergebnisse auf 10 mg Bacterientrockengewicht. Die Kon- 
zentration der als Substrat verwendeten d-Glucose, Milchséure und 
Brenztraubensaure betrug stets 1°, jene des Sulfapyridins hingegen 
bei einem pu von 11—12 stets 0,019; Versuchsdauer 2 Stunden. Als 
Katalase diente die Leberkatalase nach Botelli. 

Bestimmung des H,O.. Am Ende der Versuche wurde der Inhalt 
der GefiBe mit je 2cem 5% iger H,SO,, sowie 2ccm lO %iger KJ 
versetzt; nach einer halben Stunde Stehenlassen wurde das frei 
gewordene Jod mit n/100 Na,S.O, titriert. Lceem n/l00 Na gS,0, 

112emm O, = 0,17 mg H.Qob. 


Versuche. 

Die Versuchsergebnisse erhellen aus den Tabellen I, IL und III 
sowie aus den Abb. 1, 2 und 3. Aus diesen Aufzeichnungen geht hervor, 
daB die den verschiedenen Typen angehérenden Pneumokokkenstamme 
sowohl allein, wie auch in Gegenwart von Glucose, Milchsaéure oder 
Brenztraubensiure mehr oder weniger O, verbrauchen. 
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Die Bacterien verbrauchen allein O, bloB in unwesentlichen Mengen ; 
wie die Abbildungen zeigen, steigt die Atemkurve nicht besonders an. 
wird alsbald wieder flach und erhebt sich auch nach der Hinzugabe der 
Katalase blo8 in kaum nennenswerter Weise. Dies ist insofern ver- 
standlich, da das die Energie liefernde Substrat (Glucose, Milchsaure usw.) 
fehlt (s. die Abb. 1 und 2, Kurven VIT und VIII). In Gegenwart der 
Substrate kommt es zu einem wesentlichen Ansteigen der Atmung; 
die Atemkurve verlauft anfangs steil aufwarts, um in der 60. bis 80. Mi- 
nute wieder flach zu werden; dies besagt, daB die enzymartige Funktion 
der Pneumokokken wesentlich abgenommen habe (s. die Abb. 1 und 2, 
Kurve [). 

In Gegenwart von Zucker oder Milchséure wird sobald das 
gebildete Peroxyd durch die Katalase unwirksam gemacht worden ist 
die Lebensdauer’ der Pneumokokken wesentlich verlangert und ihre 
Enzymtitigkeit geht lange Zeit hindurch ungestért vor sich, was in 
dem gesteigerten Oy-Verbrauch zum Ausdruck kommt (s. die Kurve IL 
auf Abb. 1, 2 und 3). Die Katalase spielt somit die Rolle eines Schutz- 
stoffes, der den ungestérten Ablauf der biologischen Funktionen der 
Pneumokokken sichert. (Siehe Abb. 1 bis 3.) 

Eine ahnliche, allerdings sechwachere Wirkung als die der Katalase 
ist auch bei der Verwendung von Brenztraubensdure zu beobachten 
(Kurve V auf Abb. 1 und 2 sowie Tabelle I); die Brenztraubensaéure 
spielt demnach ebenfalls die Rolle eines Schutzstoffes zur Sicherung 
der enzymartigen Vorginge. Der gesteigerte O.-Verbrauch in Gegen- 
wart von Katalase oder Brenztraubensiure beruht nicht auf der un- 
mittelbaren Steigerung der Pneumokokkenatmung durch diese Stoffe ; 
diese erhalten vielmehr ihre Fahigkeit, die genannten Lebensfunktionen 
ungestért ausfiihren zu kénnen, durch die Funktion der Zellen baw. 
durch die Beseitigung des gebildeten Peroxyds. Auf Finzelheiten der 
chemischen Vorginge — Dehydrierung der Glucose und Milchséure, 
Wirkung des Peroxyds auf die wahrend der Garung der Substrate ent- 
standene Brenztraubensaiure, ferner die Wirkungsweise der Katalase 
auf die Reaktionsmischung unabhangig von anderen Dehydrasen und 
Carboxylasen, die in den Zellen vorhanden sein kénnen — kann hier 
nicht niher eingegangen werden. 

Wird die Pneumokokken-Glucosemischung mit der 0,01 °Sigen 
Sulfapyridinlésung versetzt und 2 Stunden hindurch beobachtet, dann 
ist eine wesentliche Senkung der O,-Aufnahme zu verzeichnen (Kurve LV 
auf Abb. 1 und Tabelle I), deren Grad aber je nach dem verwendeten 
Typus sehr verschieden ist. Bei Typus I (Stamm Nr. 103) und bei 
Typus VII (Stamm Nr. 139, Gruppe X) betragt die Senkung der Atmung 
57,7°% baw. 53,3%%, bei Typus IL (Stamm Nr. 104) und Typus III 


o> 
(Nr. 138 und 147) hingegen bloB — 23.59%, — 18,6°% bzw. — 23,4". 
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[In Gegenwart von Milchsaure erhielten wir fast dieselben Ergebnisse. 
Auf die Einwirkung von Sulfapyridin kommt es auch hier bei den 
Typen Ll und If zur deutlichsten Senkung der Werte (— 53,9 und 

51,7°%), waihrend die Senkung bei den Typen IT und IIT bedeutend 
geringer ist: Stamm Nr. 104 Stamm Nr. 138 g° 
Stamm Nr. 147 16,4 °%%. 

In Gegenwart von Katalase und im glucosehaltigen Medium wird 
durch die Sulfapyridinwirkung ebenfalls eine Senkung der Pneumo- 
kokkenatmung hervorgerufen, die in verschieden hohem Mabe bei allen 
Typen auftritt. In ahnlicher Weise ist auch bei der Glucosegirung die 
Oo-Aufnahme bei den zum Typus I und VIL gehérenden Stémmen am 
veringsten (— 49,8 und — 66,5 %), eine geringere Senkung der Atmungs- 
weite findet sich bei Typus II (— 32,2° >) und am geringsten ist die 
Senkung bei Typus IIT (— 16,2 und — 188%). 

Auf die Einwirkung von Sulfapyridin in Katalasegegenwart 
findet auch bei der Milchséuregarung eine Senkung der Atmungswerte 
statt, doch ist hier die oben beobachtete RegelmaSigkeit nicht fest- 
zustellen. Am wenigsten sinken die Werte bei Typus I (Stamm 103) 

17.3°, am deutlichsten bei Typus II (Stamm 104) und Typus VII 


on 0 
27% und 


ak 0 


(Stamm 139) 47,2 bzw. 53,3 % : etwas weniger stark als bei 
den beiden letzterwihnten Typen sinken die Werte bei den Stémmen 
Nr. 138 und 147 des Typus III ( - 25,7 und — 32.8%). 


Die Senkung der Atmungswerte kommt auch in Gegenwart von 
Brenztraubensaure im Glucosemedium zustande. Hier sind die Unter- 
schiede zwischen den einzelnen Typen nicht so groB wie in den bisher 
erwahnten Fallen, doch ist auch hier die Senkung bei den Stémmen des 
Typus I und VII am deutlichsten (—- 44,0 und — 43,9°%). Bei den 
Stimmen vom Typus II (Nr. 104) und Typus IIL (Nr. 147) ist die 


Senkung kaum geringer (= — 36,7 bzw. — 32,5°%) und am geringsten 
ist sie bei Typus IIT (Stamm Nr. 138 = — 23.8%), verhaltnismaBig 


aber noch immer deutlicher als bei Verwendung desselben Stammes 
unter der Einwirkung der Katalase. 

In Gegenwart von Brenztraubenséure und im milchsaurehaltigen 
Medium nimmt die O ,-Aufnahme der Pneumokokken auf die Ein- 
wirkung von Sulfapyridin in jedem Falle sehr stark ab. Im Gegensatz 
zu den vorangegangenen Versuchen fanden wir hier die starkste Senkung 
der Atmungswerte bei Stamm Nr. 138 des Typus ITI und Stamm Nr. 139 
des Typus VIT (— 42,4 und — 43,3%), wahrend die Senkung bei den 
Typen I und II sowie bei Stamm Nr. 147 des Typus IIT bei weitem 


schwiacher ist als bei den friiheren Versuchen (— 28,6, — 27,3 und 
5 0/ 
23,4 %). 


Aus den bisher beschriebenen Versuchen geht hervor, daB Sulfa- 
pyridin in Gegenwart von Glucose stets imstande ist, die O-Aufnahme- 
fahigkeit jedes Pneumokokkenstammes zu vermindern; diese Wirkung 
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wird durch die Beigabe von Katalase oder Brenztraubensdure nicht ge- 
schwicht. Am deutlichsten ist diese Verminderung bei den Stémmen 
vom Typus I und VII, etwas weniger deutlich, aber immerhin noch 
ausgepraigt, bei den Stammen vom Typus II und IIT zu beobachten. 

Bei Milchsiuregirung kommt es in bezug auf die Sulfapyridin- 
wirkung nicht zu dieser regelmaSigen Differenzierung zwischen den 
einzelnen Typen, obwohl die Senkung der Atmung durch die Einwirkung 
des Praparats auch hier in nennenswertem Mae wahrzunehmen ist. 
In Gegenwart der Milchsiéure ist die starkste Wirkung in regelmaBbiger 
Weise bei dem Stamm vom Typus VII anzutreffen, ungeachtet des 
Substrats, mit dem die Pneumokokken zusammengebracht worden sind. 

Um den Zusammenhang zwischen der Senkung der Atmungswerte 
und der Ansammlung des gebildeten H,O, nachzuweisen, bestimmten 
wir am Ende der Versuche den Peroxydgehalt in jedem GefiB. Im 
Laufe der Versuche ergaben sich naimlich folgende Fragen: Findet die 
Peroxydanhaufung in erhéhtem Mae statt, wenn das Reaktions- 
gemenge mit Sulfapyridin versetzt worden ist? Besteht die auf die 
Pneumokokken ausgeiibte Schutzwirkung der Katalase und der Brenz- 
traubensdure auch in Gegenwart von Sulfapyridin und ist in letzterem 
Falle Peroxyd in nachweisbaren Mengen zu finden? Besteht ein Zu- 
sammenhang zwischen der hemmenden Wirkung des Sulfapyridins auf 
die Atmung und dem Vorhandensein des etwa in gréBeren Mengen 
nachweisbaren H,O,?7 Falls sich unsere Annahme, daB die oxydierende 
und reduzierende Funktion der Pneumokokken durch Sulfapyridin 
gehemmt werde, bewahrheiten sollte, muBte es folgerichtig tiber kurz 
oder lang zum Untergang der Pneumokokken und somit zur Anhaufung 
des Peroxyds kommen. 

Die Ergebnisse der diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle IL 
zusammengestellt. 

Aus den Aufzeichnungen der Tabelle Il geht folgendes hervor: 
Im Laufe des Versuchs werden Glucose und Milchséure durch die 
Pneumokokken oxydiert. Nach Ablauj des 2-Stunden-Versuchs sind 
28— 80%, des bei der Oxydation verbrauchten Og in der Reaktionsmischung 
in der Form von HzO. zu finden: in gréfter Menge bei der Verwendung 
der Pneumokokken vom Typus J, 1] und VII, in bedeutend geringere) 
Menge bei den Stammen vom T'ypus /11. 

In Gegenwart von Sulfapyridin ist das verbrauchte O, in der Form 
von Peroxyd in gréBeren Mengen (31—93°%) vorzufinden, besonders 
bei den Stémmen vom Typus I und VIL. In Gegenwart von Katalase 
oder Brenztraubensaure ist Peroxyd am Ende des 2-Stunden-Versuchs 
entweder gar nicht, oder bloB in unbedeutenden Mengen nachzuweisen. 

Bei der gleichzeitigen Verwendung von Katalase und Sulfapyridin 
ist Peroxyd in der Reaktionsmischung stets in kleineren oder gréperen 
Mengen (8.3-15,2°)) aufzulinden. Die héchsten Werte betreffen die 
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Versuche mit den Stémmen vom Typus VII, dann folgen der Reihe 
nach: Typus I, ITE (Nr. 147), Il und schieBlich IIT (Nr. 138). Bei der 
Verwendung von Brenztraubenséure und Sulfapyridin erhielten wir 
vollkommen gleiche Ergebnisse. 

Im weiteren Verlauf unserer Nachforschungen wollten wir erfahren, 
ob das Blutserum der mit Sulfapyridin behandelten Pneumoniker eine 
hemmende Wirkung auf den Atmungsstoffwechsel der Pneumokokken 
austibe bzw. ob das Blutserum der behandelten Kranken iiber eine 
antikatalytische Wirkung verfiige; zum Vergleich wurde das Serum 
Gesunder herangezogen. 

Bekanntlich wird das Wachstum der Pneumokokken durch das 
dem Nahrboden beigemengte Serum insbesondere in Gegenwart 
von Zucker — in hohem Mabe geférdert bzw. wird die Virulenz derselben 
gesteigert. Es ist ferner bekannt, daB Sulfanilamid und seine Ver- 
bindungen zum groBen Teil im Blute und in den Gewebesaften nachweis- 
bar sind, falls sie in entsprechender Weise verabreicht worden waren. 
Nach Whitby (8) hangt die therapeutische Wirkung des Sulfanilylamino- 
pyridins (Sulfapyridins) weitgehend von der Konzentration des Praparats 
im Blute ab. Die optimale Blutserumkonzentration soll zwischen 8 
und 15 mg% schwanken, Falls also Sulfapyridin in dieser oder in einer 
aihnlichen Konzentration im Blute vorhanden ist, darf angenommen 
werden, daB es eine hemmende Wirkung auf die Enzymfunktion der 
Pneumokokken ausiibe. 

Um diese Frage zu klairen, fiihrten wir teils mit dem Serum 
gesunder Personen, teils mit dem der mit Sulfapyridin behandelten 
(tiglich 5—S8g p. o. oder i. v.) Pneumoniker Atmungsversuche aus. 
Dabei entsprachen die Bedingungen vollkommen unseren oben be- 
schriebenen Versuchen, blo®% mit dem Unterschied, daB hier nur die 
Glucoseoxydation untersucht und Brenztraubensaéure nicht verwendet 
wurde. Aus technischen Griinden konnten bei den Kranken, deren 
Serum zur Verwendung gelangte, die Typen der Pneumokokken nicht 
bestimmt werden. Dies ist um so mehr hervorzuheben, da oben gezeigt 
werden konnte, daB die Ergebnisse durch die Gegenwart der Antikérper, 
Agglutinine sowie anderer spezifischer und unspezifischer Stoffe bei 
den verschiedenen Typen in verschiedener Weise beeinfluSt werden. 

Aus Tabelle IIT sowie aus Abb.3 ist zu ersehen, dal} jeder der 
Pneumokokken-T ypen in Gegenwart von Blutserum und Glucose bedeutend 
mehr O. verbraucht als ohne Blutserum. In Gegenwart der Katalase 
nimmt die Atmung noch héhere Grade an. Nach der Beimengung von 
Sulfapyridin kommt es im gesunden Blutserum zur starken Senkung dei 
Atmung, aber nicht in dem Mafe, wie bei den Versuchen ohne Blutserwm. 
Das Ma der Senkung stimmt — in bezug auf die einzelnen Typen 
nicht mit den Ergebnissen der obenerwahnten Versuche iiberein, und 
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Tabelle III. O,-Verbrauch bei Seren Gesunder 
und mit Sulfapyridin behandelter Kranker. 








Serum gesunder Personen Serum be handelter Kranker 
Pneumo- Ss A fr | =8e £3 
kokken- allein = “ S= Ss + % allein) + % fy: + 7 
stiimme Fe = bia eis 
emm  cmm cmm | emm emm emm 
0, 0, 05 O» 0» 0» 
xe fig3 | |2300 1570 — 33,4 3060 1930 — 36,9 2080 —11,8 2550 — 16,6 
Typ I | | yo ( ‘ 9245 | 9090 Ri O17 7) 
Nr. 104 || | 1290 1090 13,1 2345 | 2020 —- 13,8) 1180 8,5 2170 7,4 
T ; ! -" . ) . , a7 rs ¢ lel "6 ‘ 
Ne a j1094 902 —17,6 3180 | 2650 — 16,6 950 - 13,1 2170 | — 33,3 


Typ HL | iggi5 3550 — 26,2 6145 4150 — 32,3. 3345 — 30,5. 4720 | — 23,1 
Nr. 147 | | 


Typ VII |) , FAg ‘ aaine ; . . rae ‘ 
ee oa lt oOo 23,9 3268 58 760 — 22, 560 | — 52,2 
Nr. 139 | | 747 3 3265 | 1580 — 51,6 760 6 1560 ) 
zwar zeigen die einzelnen Typen hier eine andere Reihenfolge: Typus | 
33.4%. Typus TIT (Stamm Nr. 147) - 26,2%; Typus VII 


23.9%: Typus II 13,1% und Typus IIT (Stamm Nr. 138) 
17,5% 


Bei der  delehaidaigun Verwendung von Katalase und Sulfapyridin 
kommt es im gesunden Serum ebenfalls zur starken Senkung der 
Atmungswerte, und zwar besteht dabei folgende Reihenfolge: Typus VII 

516°). Typus I 36.9%. Typus IIT (Nr. 147) - 323%, 
Typus IIIT (Nr. 138) - 16.6% und Typus TI -13,8% 

Wurden die Pneumokokken mit dem Serum der mit Su!fapyridin 
behandelten Pneumoniker in Gegenwart von Glucose behandelt, dann 


verbrauchten einige Typen — allerdings innerhalb der physiologischen 
Fehlergrenzen — weniger O, als bei der Behandlung mit dem Serum 
Gesunder (s. Tabelle TI] und Abb. 3). Werte: Typus | 11,8% 
Typus IT] 8.5%, Typus III (Nr. 138) 13,1°%. Bei den 
anderen Typen wurde eine bedeutende Senkung erzielt: Typus III 
)Nr. 147) 30,8%, Typus VII 22,6% 


Bei anderen Versuchen versetzten wir das Serum der mit Sulfa- 
pyridin behandelten Kranken mit Katalase und beobachteten die 
Atmung der Pneumokokken in Gegenwart von Glucose. Es zeigte 
sich, dap die dem Sulfapyridin ~zugeschriebene hemmende Wirkung aut 
die Atmung der Pneumokokken im Serum der Kranken nicht so deutlich 
ist wie im Serum der Gesunden. Die Ergebnisse sind recht mannigfaltig 
und stimmen mit den Ergebnissen der Kontrollen nicht tiberein: Typus I 

16.6°°. Typus I 7.4%: die katalytische Wirkung ist also 
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hier im Vergleich zu den Kontrollversuchen etwa um die Halfte starker. 
Typus III (Stamm Nr. 138) 33,3°0: hier ist demnach die kata- 
lytische Wirkung eben um die Halfte schwacher als bei den Kontrollen. 
Typus ILI (Stamm Nr. 147) 23,1. bei Typus VIT hingegen ist die 
starkste Senkung der Werte zu beobachten - 52.2% ; in letzterem Falle 
stimmt das Ergebnis fast vollkommen mit dem der Kontrolle iiberein. 

In einigen Fallen wurden die Atmungsversuche mit dem Serum 
der Kranken erst 4—5 Tage nach der Beendigung der Sulfapyridin- 
Behandlung bzw. nach dem Abklingen der Krankheit ausgefiihrt. Dabei 
konnten wir beobachten, daB die Atmung der Pneumokokken durch 
das Serum der Kranken bei weitem nicht so stark beeinfluBt werde wie 
wahrend der Sulfapyridinbehandlung, obwohl sich die Wirkung stark 
von der des Serums der Gesunden unterschied. Daraus folgt, dap 
Sulfapyridin auf die Bildung der Antikérper keinen Einflup ausiiht und 
daB die obenerwihnte Wirkung des Serums mit der Konzentration des im 
Blute kreisenden Sulfapyridins eng zusammenhdangt. 

In einer gewissen Hinsicht scheint demnach zwischen den Ergeb 
nissen ein Widerspruch zu bestehen. Méglicherweise spielt der Umstand, 
daB die zu den Versuchen verwendeten Sera nicht derselben Person 
entstammen, eine ausschlaggebende Rolle, da dadurch der Vergleich 
stark erschwert wird. Insbesondere sind dabei die verschiedenen Eigen- 
schaften der gesunden und kranken Sera, ihre Reaktionsfihigkeit gegen 
den Erreger sowie das Vorhandensein spezifischer und unspezifischer 
Antikérper im Serum zu beachten. 

An Hand weiterer Versuche sollte die Frage geklart werden, 
ob die im Zusammenhang mit der Sulfapyridinbehandlung beobachteten 
Anderungen im Atmungsstoffwechsel der Pneumokokken reversible 
oder irreversible Vorginge darstellen, d. h. ob die Virulenz der Pneumo- 
kokken durch die Beigabe von Stoffen, die im geeigneten Milieu bei dem 
Atmungsmechanismus als Oo- und H-Trager auftreten, wieder belebt 
werden kénne. Zu diesem Zwecke wurde bei sonst gleichbleibender 
Versuchseinrichtung den Pneumokokken der Reihe nach Vitamin Bo, 
Vitamin C, Glutathion und Cystein beigemengt. In den entsprechenden 
Kontrollversuchen wurde die Atmung der Mikroorganismen durch die 
Gegenwart dieser Stoffe wesentlich gesteigert, die Sulfapyridinwirkung 
konnte jedoch durch die dem erwahnten Redoxsystem angehérenden 
Stoffe keineswegs beeintrdchtiat werden. In bezug auf die Enzymfunktion 
der Pneumokokken war nicht die geringste Steigerung zu beobachten. 
Wir diirfen daher den SchluB ziehen, dap die Sulfapyridinwirkung au} 
die Pneumokokken einen irreversiblen Vorgang darstelit. 


Ergebnisse. 
Uberblickt man simtliche oben beschriebenen Ergebnisse, dann kann 
man feststellen, daB der Kohlenhydratstolfwechsel der den verschiedensten 
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Typen angehorenden Pneumokokken durch die Einwirkung von Sul/a- 
pyridin stark geschadigt wird. Das Oxydierungsvermégen der Mikro- 
organismen erleidet durch das Praparat in Gegenwart von Glucose oder 
Milchsaure eine erhebliche Verminderung, deren Grad sich je nach dem 
Typus des verwendeten Pneumokokkus andert. Unserer Erfahrung nach 
reagieren die Typen I und VII am deutlichsten auf Sulfapyridin, die 
Typen Il und ITT etwas schwicher, Dies stimmt mit der Beobachtung 
der Kliniker tiberein, die nach Sulfanilamidpraparaten insbesondere bei 
den Krankheiten Heilerfolge sehen konnten, die durch Pneumokokken 
des Typus I und IV (Typus VII der Gruppe X) verursacht worden sind. 
Bei den durch die Typen IL und IIL hervorgerufenen Krankheiten sind 
die Ergebnisse zwar etwas geringer, aber noch immer giinstiger als nach 
der Anwendung anderer Arzneien. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangte 
Ivanovics (9) bei der Verwendung von Sulfathiasol (Ultraseptyl). Die 
Ursache dieser Erscheinung ist heute noch unbekannt, médglicherweise 
spielt dabei die verschiedene Virulenz bzw. Resistenz der verschiedenen 
Stamme eine Rolle. 

Auch die Ergebnisse unserer Atmungsversuche sprechen fiir die 
antikatalytische Wirkung des Sulfapyridins. Unsere Ergebnisse stimmen 
mit denen von Main, Shin, Meilon und Locke im wesentlichen tiberein, 
bloB in bezug auf den Wirkungsmechanismus kénnen wir diesen Ver- 
fassern nicht beistimmen. Es erscheint uns noch nicht bewiesen, dab 
die Pneumokokken — wie die genannten Verfasser behaupten das 
Sulfapyridin in eine hydroxylaminartige antikatalytische Verbindung 
verwandeln, die imstande ware, die Blutkatalase zu inaktivieren. Es 
ist immerhin mit der Méglichkeit zu rechnen, daB im Blute infolge der 
Oxydation des Sulfapyridins ein dem Hydroxylamin ahnlicher Stoff 
gebildet werde, der die Katalasewirkung im Blute zum Teil behebt: 
im Laufe unserer Versuche erhielten wir jedoch diesbeziiglich keinerlei 
Anhaltspunkte. Da wir keine dieser Teilfrage gewidmeten Versuche 
ausfiihrten, kénnen wir zu dieser Frage keine endgiiltige Stellung 
nehmen. Unsere Ergebnisse berechtigen uns viel mehr zu der Annahme. 
daB durch Sulfapyriain im Laufe der Oxydationsvorgdnge wahrscheinlich 
der O.- und H-Transport gestért bzw. das Oxydo-Reduktions- Potential de» 
Mikroorganismen gelihmt werde. Fiir die Richtigkeit dieser Auffassung 
spricht auch unsere weiter oben erwihnte Erfahrung bei den Versuchen 
mit Verbindungen, die dem Redoxsystem angehiren: Vitamin By, Vita- 
min C, Glutathion und Cystein; keine dieser Verbindungen war imstande, 
an dem Vorgang etwas zu dndern, was fiir die Irreversibilitat desselben 
spricht!. Dies hat natiirlicherweise zur Folge, daB sich das wahrend 


' Die Abhandlungen von Wood (10) und Selbie (11) wurden uns erst 
nach Abschlu8 unserer Versuche bekannt. Diese Verfasser berichten iiber 
einen Stoff, der in der Hefe zu finden ist, sich als warme- und kalteresistent 
erwiesen hat, chemisch der p-Aminobenzoeséure nahesteht und die bacteri- 
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der Reaktion bildende Peroxyd auch in Gegenwart von Katalase oder 
Brenztraubensaure nicht in O. verwandeln kann; es vermehrt sich dahér 
und tibt nun seine lytische Wirkung auf die Mikroorganismen aus. Die 
Lauer der Enzymfunktion der Mikroorganismen sowie der Grad der 
Oxydation der Kohlenhydrate hingt eng mit der Menge des wihrend des 
(arungsprozesses entstandenen Peroxyds zusammen. Die Frage erscheint 
so sehr einfach, tatsachlich handelt es sich aber um einen sehr ver- 
wickelten biochemischen ProzeB, da es einstweilen unbekannt ist, in 
welchem Stadium des chemischen Abbaues das Sulfapyridin in die 
Reaktion eingeschaltet wird. Zweifellos wird durch dieses Préparat in 
erster Linie der Kohlenhydratstoffwechsel der Mikroorganismen an- 
gegriffen und erst als Folge dieses Umstandes kommt es auf sekunddrem 
Wege 2u den wibrigen degenerativen oder nekrotischen Erscheinungen 
(mangelhafte Kapselbildung, Sinken der Virulenz, Proteolyse usw.). 

Durch das Blutserum der mit Sulfapyridin behandelten Kranken 
wird die Enzymtatigkeit der Pneumokokken ebenfalls gehemmt. Diese 
Wirkung ist aber b!o zum Teil dem Sulfapyridingehalt des kreisenden 
Blutes zuzuschreiben, da noch unbekannt ist, wieweit dabei auch die 
bacterizide Kraft des Serums der infizierten Kranken bzw. die Gegen- 
wart von Antikérpern usw. eine Rolle spiele. 

Im Endergebnis stellt also der Wirkungsmechanismus des Praparats 
Sulfapyridin einen recht verwickelten, mehrfach ineinandergreifenden 
Vorgang dar. Wahrscheinlich wird das Praparat auf dem Wege der 
chemischen Bindung oder der physikalischen Adsorption im Proto- 
plasma der Bacterien gespeichert und iibt dort seine toxische Wirkung 
aus. Diese duBert sich unseres Erachtens in erster Linie in der Hemmung 
der Oxydationsvorginge bzw. in der Stérung des Kohlenhydratstoff- 
wechsels. Der auf diese Weise geschidigte Mikroorganismus kann dann 
durch die Abwehrkrifte des Organismus leichter angegriffen und ver- 
nichtet werden. 
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zide Wirkung der Sulfanilamide hemmen soll. Wir waren daher nicht mehr 
in der Lage, die Wirkung dieses Stoffes zu iiberpriiten. 











Uber den Einflu8 hoher komprimierender Drucke 
auf die Wirkung von Verdauungsfermenten. 
Von 
J. Benthaus. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Eingegangen am 26, November 1941.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Kompression durch hohe Drucke vermag die verschiedensten 
Lebenserscheinungen in charakteristischer Weise mit reversiblen Reiz- 
und Laihmungserscheinungen zu beeinflussen, woriiber aus dem Bonner 
physiologischen Institut durch Lbbecke und Mitarbeiter eine Reihe von 
Untersuchungen veréffentlicht ist. Die Frage war, ob und wieweit 
hierbei auch Fermenteinfliisse beteiligt sind, welche Frage besonders 
bedeutsam wurde, seitdem auch die Blutgerinnung, die nach weit- 
verbreiteter Ansicht als ein Fermentvorgang betrachtet wird, sich nach 
den Untersuchungen von Ebbecke und Zipf (7) als druckbeeinfluBbar 
erwies und ahnlich auch die Labgerinnung der Milch durch Druck 
gehemmt werden konnte (unveréffentlichte Versuche von Ebbecke). 
Regnard (9). der als erster die biologischen Wirkungen hoher Drucke 
systematisch untersuchte und auch verschiedene Fermente (Speichel, 
Magensaft, Pankreassaft) in der Druckbombe behandelte, sah mit 
Drucken bis zu 1000 Atm. keine Wirkung auf die Fermente. Basset. 
Macheboeuf und Mitarbeiter (1) (2). die am Pastewr-Institut die Unter- 
suchung mit den héchsten Drucken fortgesetzt haben, sahen jenseits 
6000 —8000 Atm. Beeintrachtigung und erst bei 10000—13000 Atm 
Zerstérung der Fermentwirksamkeit. Und erst kiirzlich haben Matthews. 
Dow und Anderson (8) fiir Pepsin und Lab eine Beeinflussung durch 
Drucke unterhalb 6000 Atm. gefunden. Alle diese Untersucher haben 
die fermenthaltigen Lésungen dem Druck ausgesetzt und danach ihre 
Wirksamkeit an zugesetzten Substraten unter gew6hnlichem Druck 
gepriift. Eine Parallele zu den durch Druck erzeugbaren Organ 
reaktionen laBt sich natiirlich nur dann ziehen, wenn man einen fermen 
tativen ProzeB als solchen unter Druck ablaufen |4Bt, indem man also 
nicht nur das Ferment, sondern zugleich auch das Substrat dem Druck 
aussetzt und durch Vergleich mit einer Kontrolle festzustellen sucht. 
ob der ProzeB unter Druck schneller oder langsamer ablauft. Auf diese 
Weise untersuchten H../J. Deuticke und F. Harren (3) das System det 
kohlenhydratabbauenden Fermente im MuskelpreBsaft. Phospho 
rylierungen, Dephosphorylierungen und Oxydoreduktionen verlaufen 
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demnach unter 800 Atm. Druck verlangsamt. Die Glykolyse im Blute 
wird nach den gleichen Autoren durch 2000 Atm. gehemmt. Ein rohr- 
zuckerspaltendes Ferment wurde durch 800 Atm. nicht beeinfluBt. 
Abgesehen von den letztgenannten Untersuchungen lagen die an- 


gewandten Drucke weit iiber der fiir alle Zellarten mit Ausnahme 
der Bacterien und Sporen tédlichen Dosis und erst recht iiber der 


Druckhéhe im Bereich von wenigen hundert Atm., in der die physiologi- 
schen Druckreaktionen stattfinden. Es war aber denkbar, daB ein 
DruckeinfluB auf die Wirkung der Verdauungsfermente deutlicher zum 
Vorschein kame, wenn das Ferment-Substratgemisch selbst unter Druck 
vesetzt wurde. Auf Grund dieser Uberlegungen war die Aufgabe, die 
ich auf Anregung von Prof. Ebbecke in Angriff nahm, die Ferment- 
wirkung statt nach dem Druck wahrend des Druckes zu untersuchen, 
und iiber das Ergebnis dieser Untersuchungen, die freilich noch nach 
manchen Richtungen hin vervollstandigt werden kénnten. soll im 
folgenden berichtet werden. Einige einleitende Versuche wurden in 
Gemeinschaft mit R. Haubrich ausgefiihrt. Da die BeeinfluBbarkeit 
zunachst nur prinzipiell sichergestellt werden sollte, geniigte die An- 
wendung einfacher Methoden. a 


1. Stirkeabbau dureh Diastase. 


Eine Starkelésung wird mit einer Lésung von Diastase (Handels- 
praparat, Merck) versetzt und unter Druck exponiert (I). Eine Kontroll- 
lésung (II) von genau gleicher Zusammensetzung wird wahrenddessen 
unter gewOhnlichem Druck und sonst gleichen Bedingungen aufbewahrt. 
Nach einer bestimmten Zeit, zu der der AbbauprozeB noch nicht ganz 
abgelaufen ist, werden Proben von I und II entnommen, mit Lugolscher 
Lésung versetzt und beziiglich ihrer Farbe und Farbintensitat mit- 
einander verglichen. Mit fortschreitendem Starkeabbau wechselt die 
Farbe der Jod-Starkereaktion bekanntlich mit kontinuierlichen Uber- 
gangen von dunkelblau iiber weinrot und braun nach gelb, d.h. zur 
tigenfarbe der Lugolschen Lésung hin. Man hat also, besonders wenn 
man die Proben noch in bestimmtem Verhiltnis mit Wasser verdiinnt, 
einen geniigenden Test fiir den jeweiligen Stand des Starkeabbaues bis 
zu den Achroodextrinen. Auf die weitere Verfolgung der Verdauung 
etwa durch quantitative Zuckerbestimmung — konnte verzichtet 
werden, da die Ergebnisse der ersten Phase schon geniigend eindeutig 
waren. Es wurden insgesamt sieben Versuche dieser Art angestellt. 
Sie unterschieden sich in der Druckhéhe, in der Druckdauer, in der 
Geschwindigkeit des Druckanstiegs und in der Fermentkonzentration. 
Abgesehen von einem Versuch, bei dem eine 8 Tage lang bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrte Fermentlésung benutzt wurde, verliefen alle 
Versuche in gleicher Richtung; es ergab sich regelmaBig, daB die unter 
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e = ° e , y 
Druck exponierte Lésung einen deutlich erkennbaren Vorsprung vor 


der Kontrollésung hatte. Als Beispiel sei der sechste Versuch 
(28. Februar 1941) genauer beschrieben: 

40 ccm einer 1°%igen Stairkelésung werden mit 1.5cem einer 
1°,igen Diastaselésung gut vermischt. In zwei Reagenzglaser, die 
ohne viel Spielraum in die zylindrische, 2cm breite und 12 cm lange 
Bohrung der Druckbombe passen, werden je 20 ccm des Gemisches 
abgefiillt und mit Paraffin6l iiberschichtet. Glas I wird in den Druck 
raum gebracht und durch schnellen Druckanstieg unter 1500 Atm. 


50 





Abb. 1. Stiirkeabbau durch Diastase. 
I. Nach Druckeinwirkung von 1500 Atm. 
20 Minuten. II. Kontrolle ohne Druck. 
D% = photometrisch bestimmte pro- 
zentuale Lichtdurchlissigkeit der mit 
Lugolscher Lésung versetzten Ver- 
dauungsproben. 
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Lauer der fermentwirkung 

gesetzt. Glas II wird gleichzeitig, ebenfalls unter Lichtabsch!uB, bei 
Zimmertemperatur (23°C) exponiert. Nach 20 Minuten wird der Druck 
abgelassen und aus Glas I auf fiinf Reagensglaser je 1 ecm der Lésung 
verteilt ; das gleiche geschieht bei Glas IT. Nun wird in beiden Reihen 
das erste Reagensglas zusitzlich mit 0,5 ccm einer 1:10 verdiinnten 
Lugolschen Lésung und 4 ccm Wasser beschickt. (Es empfiehlt sich 
diese Verdiinnung, weil bei tropfenweisem Zusatz der unverdiinnten 
Lisung die Gefahr ungleichmaéBiger Jodverteilung besteht.) Nach 
Umschiitteln ist die Fliissigkeit in beiden Glasern rotbraun. [ ist 
wesentlich besser durchsichtig als II, das noch eine Spur des blauen 
Farbtons erkennen |aBt. In Abstainden von 10 Minuten werden dic 
anderen Glaser beider Reihen in gleicher Weise mit Jod versetzt und 
zur besseren Erkennung der Helligkeitsunterschiede mit Wasser ver. 
diinnt. In beiden Reihen ist eine fortlaufende Aufhellung der Lésungen 
zu bemerken. Der Unterschied zwischen Reihe I und II ist zu jedem 
Zeitpunkt deutlich erkennbar. I ist immer wesentlich heller als II 
Der Abbau der Starke ist also unter Druck schneller vor sich gegangen 
als ohne Druck. Zur genaueren Erfassung der Unterschiede wurde 
zum SchluB die prozentuale Lichtdurchlassigkeit der einzelnen Proben 
photometrisch [(Apparat nach Ebbecke (6)| bestimmt. Die graphiscli 
Registrierung (Abb. 1) der so gefundenen Werte veranschaulicht also 
einen Abschnitt des Starkeabbauprozesses; II unter gewéhnlichen Be 
dingungen, I nach 20 Minuten dauernder Kompression von 1500 Atm 
Zufiallig ist ein nahezu geradlinig verlaufendes Stiick der sonst S-formigen 
Kurve getroffen. In einem anderen Versuch wurde die Ferment 
konzentration so gering gewahlt, daB bei sonst gleichen Bedingunge: 
erst nach 20 Stunden Expositionsdauer eine Lichtdurchlassigkeit von 
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etwa 10% erreicht war. Auch hier war die gedriickte Lésung der 
anderen deutlich voraus. Ein Versuch mit langsamem Druckanstieg 
wurde zur Ausschaltung des Warmeeffektes angestellt, der als Neben- 
erscheinung bei der Kompression schwer zu vermeiden ist und gerade 
bei Fermentuntersuchungen sehr st6rend wirken kénnte. Dariiber soll 
jedoch spater im Zusammenhang gesprochen werden. Jedenfalls stellte 
sich auch hier ein groBer Vorsprung der gedriickten Lésung heraus. 
Wendet man niedrigere Drucke an, etwa 10U0 Atm., wie es beim letzten 
Versuch geschah, so findet man nicht eine so starke Beschleunigung 
des Prozesses. Wenn es also ein Optimum der Druckbeschleunigung 
gibt und das darf man wohl annehmen, weil nach Basset und Mache- 
hoeuf die Diastasen durch Drucke von 13000 Atm. ihre Aktivitat voll- 
kommen einbiiBen —-, so liegt es sicher nicht unter 1500 Atm. 


2. Stiirkeabbau dureh Pankreonlésung. 

Gegeniiber den Versuchen mit Diastase ist hier nicht viel Neues 
zu berichten. Es wurde eine Tablette (0.25 g) Pankreon (Kali-Chemie, 
Berlin) zerrieben und in Wasser aufgeschwemmt. Das klare Filtrat 
wurde einer Stairkelésung zugesetzt, in einem Verhaltnis von 1 Tropfen 
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Abb. 2. Stirkeabbau durch Pankreon w 

L. Nach Druckeinwirkung von 1500 Atm. “0 

3 Stunden 45 Minuten. II. Kontrolle 0 

ohne Druck Ordinate wie bei Abb. 1. 
2) 
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Dauer der Fermentwirkung 

auf 5cem 1- bis 2°%iger Starkelésung. Von den sechs Versuchen, die 
alle im Sinne einer Besch'eunigung des Abbaues verliefen, sei auch hier 
einer durch graphische Darstellung der Werte veranschaulicht, die 
nach Zusatz von Lugolscher Lésung zu den entnommenen Proben 
diesmal mit dem Stufenphotometer gewonnen wurden. In zwei Glisern 
befanden sich je 5cem 2%ige Starkelésung, 2 Tropfen kaltgesittigter 
NaHCO,-Lésung und 1 Tropfen Pankreonlésung. Das eine Glas wurde 
im Laufe von 35 Minuten langsam unter 1500 Atm. gebracht. Nach 
fast 4 Stunden Druckdauer wurde die Lésung entnommen und zugleich 
mit der Kontrolle mit 2 Tropfen Lugolscher Lésung versetzt und bei 
Atmospharendruck und Zimmertemperatur (22°C) weiterexponiert. 
Nach bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen, |: 10 mit Wasser 
verdiinnt und die Lichtdurchlassigkeit gemessen (Abb. 2). Wenn man 
die photometrischen Werte etwa fiir die Quantitét der noch vor- 
handenen Starke auswerten darf, so macht sich bei diesem Versuch 
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ein grober Vorsprung der gedriickten Lésung bemerkbar. In dem hier 
veranschaulichten zeitlichen Bereich ist die Kontrollésung jedenfalls 
um etwa 2 Stunden zuriick bei einer Gesamtexpositionsdauer von 
6 Stunden. Bei diesen Versuchen wurde nur die Fermentmenge und 
die Druckdauer variiert, wahrend die Druckhéhe jeweils 1500 Atm 
betrug. Es sei hier noch erwahnt, daB auch das erste Stadium des 
Starkeabbaues nicht erfaBt wurde, weil die Lésungen erst eine gewisse 
Zeit nach Beginn der Exposition lichtdurchlassig werden. 


3. Stirkeabbau durch Speichel. 


Mit der gleichen Methcde wurde versucht, die starkespaltende 
Wirkung des Speichels durch Kompression zu beeinflussen. Hier 
waren die Befunde nicht so eindeutig. Von acht Versuchen war die 
gedriickte Lésung bei einem ohne Unterschied zur Kontrolle, in zwei 
Fallen war die Fermentwirkung gehemmt, in fiinf Fallen beschleunigt. 
Die Ergebnisse waren verschieden, auch wenn die Versuchsbedingungen 
(Ferment- und Substratmenge, Druckhéhe, Druckzeit) gleichgehalten 
waren. Da die Mehrzah! der Versuche eine Beschleunigung des Pro- 
zesses ergab und es sich hier gegeniiber den vorigen Fermentpraparaten 
nicht um etwas prinzipiell anderes handelt, darf wohl angenommen 
werden, daB auch die Starkeverdauung durch Speicheldiastase unter 
Druck beschleunigt ablauft. 


4. Fettspaltung durch Pankreonlésung. 


Zunichst wurde versucht, einen EinfluB der Kompression mit 
einer Indikatormethode festzustellen. Das Substrat war eine Emulsion 
von Tributyrin in einer schwach alkalischen NaCl-Lésung. Das als 
Indikator gebrauchte Bromthymolblau entfairbt sich beim Auftreten 
von freier Fettsiure. Exponiert man also eine Tributyrinemulsion 
nach Zusatz von Bromthymolblau und Lipase (Pankreonlésung), so 
kann man an der kontinuierlich erfolgenden Entfarbung des blauen 
Gemisches den Verlauf der Fettspaltung und eine etwaige Anderung 
der Verdauungsgeschwindigkeit durch Kompression erkennen. Aller- 
dings tibersieht man mit dieser Methode wiederum nur einen Teil des 
Prozesses, nimlich den Bereich des Indikatorumschlages. 

Zum Vergleich wurden zwei in ihrer Zusammensetzung gleiche 
Gemische exponiert. Das eine wurde unter Vermeidung direkten 
Kontaktes mit dem Paraffinél der Bombe (EinschluB8 in ein Kautschuk- 
siickchen) fiir einige Stunden unter Druck gesetzt. Drei so durch. 
gefiihrte Versuche ergaben eine starkere Farbung, also eine schlechtere 
Verdauung der gedriickten Lésung. 

Diese Hemmung der Fettspaltung durch Druck wurde spater mit 
Hilfe einer feineren Methode erhartet. Nach den Angaben von Rona (11) 
kann man den Ablauf der Fettverdauung durch Messung der dynami- 
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schen Oberflachenspannung des Verdauungsgemisches bestimmen. Eine 
wasserige gesaittigte Tributyrinlésung liefert bei stalagmometrischer 
Untersuchung eine erheblich héhere Tropfenzahl als destilliertes Wasser. 
Nach Fermentzusatz sinkt die Tropfenzahl bis fast auf den Wasserwert 
ab, weil die kleine Menge der hier entstehenden Endprodukte der 
Fettverdauung nur einen ganz geringen EinfluB auf die Oberflachen- 
spannung hat. So wurden sechs Versuche mit verschiedenen Druck- 
zeiten (15—45 Minuten) und Druckhéhen (500. 1000, 1500 Atm.) 
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Abb. 3. Fettspaltung durch 50 \ 
Pankreon. 
Stalagmometrische Messung der 48 RN 
Oberfliichenspannung. I. Nach X) 
Druckeinwirkung von 1500 Atm. N ba 
30 Minuten. II. Kontrolle ohne 
Druck. Der Abschnitt IT R zeigt 3 YY —--+ 
die Werte einer anderen Kontrol- 
lésung vom Beginn der Exposition 42 
bis zum Beginn der vergleichenden 
Messungen mit T und II. - a 
ad W@ 8 720Min 
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angesetzt, die alle zum gleichen Ergebnis fiihrten, indem sie eine Hem- 
mung der Fettspaltung durch die Kompression erkennen lieBen. 

Es folgt die Wiedergabe des zweiten Versuchs vom 27. November 
1940: 


100 cem destilliertes Wasser werden mit einem Tropfen Tributyrin 
15 Minuten lang mit der Hand geschiittelt. Die durch feinste Fetttrépfehen 
leicht getriibte Fliissigkeit ist nach 24 Stunden wieder klar. Das ungeléste 
Fett hat sich auf der Oberflaiche abgesetzt. Die Lésung wird filtriert und 
ist dann gebrauchsfertig. Die Pankreonlésung war wie bei den Starkeabbau- 
versuchen hergestellt. Ein Zusatz von NaHCO, ist erforderlich, da sonst 
kein regelmaBiger Abfall der Tropfenzahl garantiert ist. Das benutzte 
Traubesche Stalagmometer war fiir Wasser von 15°C auf 35,4 Tropfen 
geeicht. Das Fermentgemisch mu, ehe es in die Bombe gestellt wird, mit 
Paraffin6él iiberschichtet werden. Auf die Oberflachenspannung hat das 
keinen EinfluB, wenn eine Durchmischung vermieden wird. Ein recht- 
winklig abgebogenes Glasréhrchen wird deshalb unter Durchblasen durch 
die Paraffinélschicht bis auf den Boden des Reagensglases gefiihrt. Bei 
seitlichem Neigen flie®t dann reines Verdauungsgemisch aus, dessen Ober- 
flachenspannung gemessen wird. 


50 cem Tributyrinlésung werden mit 10 Tropfen kaltgesattigter 
Natriumbicarbonatlésung und 5 Tropfen Pankreonlésung (0,25 ¢ auf 
50 com Wasser) versetzt. In zwei Reagensgliser werden je 20 ccm des 
Gemisches abgefiillt. Glas I befindet sich nach 5 Minuten in der Bombe 
unter 1500 Atm. Druck. Glas II wird ebenfalls mit Paraffin6l iiber- 
schichtet und im Dunkeln exponiert. Wahrend der ersten 30 Minuten 

Biochemische Zeitschrift Band 311. 8 








114 J. Benthaus: 


wird in Abstanden von 5 Minuten die Tropfenzahl des Gemischrestes 
bestimmt (Abb.3, R). Dann wird der Druck abgelassen und abwechselnd 
die Tropfenzahl von I und II in aus der Kurve ersichtlichen Abstanden 
gemessen. Man sieht, da8 die Tropfenzah! von etwa 51 zuerst fast 
geradlinig abfallt, um sich gegen Ende des Spaltungsprozesses immer 
langsamer abnehmend einem Werte zu nahern, der etwas unter 40 liegt. 
Der Eichwert von 35,4 wird nicht erreicht, weil das Gemisch noch 
Natriumbicarbonat und Pankreonlésung enthalt. Die Entfernung der 
beiden Kurven voneinander betragt zu Anfang mehr als 2 Tropfen 
wird dann aber immer geringer als Zeichen dafiir, daB die Lipase- 
wirkung nur wahrend der Druckdauer gehemmt ist, oder daB jedenfalls 
keine schweré Dauerschadigung besteht. Die anderen fiinf Versuche 
verliefen ahnlich. Immer war die gedriickte Lésung hinter der Kontrolle 
zuriick. Der beschriebene Versuch eignete sich am besten fiir die kurven. 
maBige Darstellung. 


5. Eiwei8verdauung durch Pepsin-H Cl-Gemiseh. 


Nach einigen Vorversuchen stellte sich das folgende Verfahren als 
geeignet heraus. Eine salzsaure Fermentlésung wird mit kleinen Stiick- 
chen gefirbter Gelatine beschickt. Dann sieht man den Grad der Ver. 
dauung an der GréBe des Gelatinerestes und an der Farbintensitat des 
Fermentgemisches. So wurden vier Versuche angesetzt, die alle im 
Sinne einer Hemmung des Verdauungsprozesses verliefen. Bei einem 
fiinften Versuch wurde als Objekt geronnenes Pferdeblutplasma ver- 
wandt; auch dabei ergab sich eine Hemmung. 

Gelatine wurde in heiBem Wasser gelést und mit Trypanblau bis zu 
intensiver Farbung versetzt, anschlieBend zu einer etwa 3mm dicken 
Schicht in Petri-Schalen ausgegossen und an der Luft getrocknet. Dabei 
bildeten sich sehr diinne Folien, die in méglichst kleine Stiickchen zer- 
sehnitten wurden. So bekommt man gut abwagbare Mengen EiweiB, die 
geniigend langsam verdaut werden und dabei kontinuierlich Farbstoff an 
die Fermentlésung abgeben. Die Gelatineschnitzel quellen zunaéchst und 
liefern im Reagensglas ein Sediment von bestimmter Hohe, die im Verlaut 
der Verdauung abnimmt. Vor der Messung der Farbintensitaét muB das 
Gemisch geschiittelt werden, weil der Farbstoff durch Diffusion allein nut 
in die unteren Schichten der tiber dem Sediment stehenden Fermentlésung 
eindringt. (Gefarbte Fibrinflocken waren in ihrer Oberflaiche zu verschieden, 
um verwertbare Ergebnisse zu liefern. Im Reagensglas geronnene und mit 
Fermentlésung iiberschichtete Gelatine wird durch Kompression von de 
Glaswand teilweise losgelést und bietet dadurch dem Ferment eine gréBere 
Angriffsflache, so daB kein Vergleich mit einer Kontrolle statthaft ist.) 


Versuch vom 19. Marz 1941. Zwei Reagensgliser werden mit je 
0,15 g blauer Gelatineschnitzel und 18 ccm Fermentlésung (2 g Pepsin- 
Merck in 50 ccm 0,2 %iger HCl) beschickt. Glas I wird in 15 Minuten 
langsam unter 1500 Atm. Druck gebracht, der nach weiteren 25 Minuten 
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wieder abgelassen wird. Wahrenddessen wird Glas IL unter den iiblichen 
Bedingungen exponiert (Zimmertemperatur, LuftabschluB). Nach ins- 
gesamt 50 Minuten Exposition ist die Farbintensitaét der gedriickten 
Lésung geringer und der Gelatinerest gréBer als bei der Kontrolle. Die 
zuerst relativ groBe Differenz verschwindet im Laufe der nachsten 
Stunde, in der beide Gemische ohne Druck aufbewahrt wurden, nahezu 
volistandig (Abb. 4)!. Die Aktivitaét der gedriickten Fermentlésung ist 
also noch vorhanden und — wie aus einem Parallelversuch hervorging 
nicht merklich herabgesetzt. 

10 
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Abb. 4. Gelatineverdauung durch Pepsin-H Cl-Gemisch. 
J. Nach Druckeinwirkung von 1500 Atm. 25 Minuten. IL. Kontrolle ohne Druck. Abfall der 
Lichtdurehlissigkeit durch Freiwerden von Trypanblau. 


6. EiweiBverdauung dureh Pankreonlésung. 


0,1 g blauer Gelatine, 15 cem Wasser und 1,5 ccm Pankreonlésung 
(0,25 auf 20 cem Wasser) wurden als Versuchs- und als Kontrollésung 
gebraucht. Trotz schnellem Druckanstieg (gréBerer Warmeeffekt) auf 
1500 Atm. zeigte sich nach 1 Stunde an der geringeren Farbintensitat 
und dem gréBeren Gelatinerest der gedriickten Lésung eine Hemmung 
des Verdauungsprozesses. Da sich das Ergebnis in einem zweiten 
gleichartigen Versuch wiederholen lie}, wurde auch die Hemmung der 
tryptischen Verdauung durch Kompressien als erwiesen betrachtet. 


Auswertung. 


Bei allen Untersuchungen, die sich auf derartig temperatur- 
empfindliche Reaktionen erstrecken, wie es die fermentativen Prozesse 
sind, ist daran zu denken, daB sich Fliissigkeiten durch Druck erwarmen. 


' Wiirde man den hier nicht erfaBten Beginn der Verdauung, d. h. die 
Kurven wahrend der ersten 50 Minuten riickwarts verfolgen, so wiirde 
Kurve I wahrend der 25 Minuten Kompressionsdauer nahezu horizontal 
verlaufen und zu Beginn der Kompressionswirkung mit der Kurve I zu- 
sammenfallen. 


g* 
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Eine Fermentlésung kénnte durch die Kompression naher an das 
Temperaturoptimum herankommen und die Druckbeschleunigung der 
Starkeverdauung wire weiter nichts als ein Warmeeffekt. Dagegen ist 
folgendes zu sagent Nach Untersuchungen von H. Remberg (10) erwarmt 
sich das die Druckpumpe ausfiillende Paraffinél pro 100 Atm. um 0,8°, 
Wasser etwa um den zehnten Teil davon. Bei schnellem Druckanstieg 
auf 1500 Atm. wiirde das also einen Temperaturzuwachs des Paraffins 
von 12°, des Wassers von rund 1,2° ergeben. Der Versuchsraum der 
Druckpumpe ist zylindrisch, 2cm im Durchmesser und 12 cm lang. 
Die Reagensgliser, in denen sich die Lésungen waihrend der Druckdauer 
befanden, waren so gewahlt, daB sie nur wenig Raum zwischen sich und 
der Stahlwand der Bombe lieBen. Sie waren nur von einem | mm 
diinnen Olmantel umgeben. Wenn dieser beim Druckanstieg wirklich 
um 12° erwirmt wiirde, so kann er doch nur wenig Warme an die Um- 
gebung abgeben. Zudem wird sicher der gréBte Teil dieser Warme an 
den Stahlzylinder und nur der kleinere Teil an das schlechter leitende 
Glas abgegeben. Eine wirkliche Erwirmung der Fermentlésung um 2° 
diirfte bei schnellem Druckanstieg auf 1500 Atm. also kaum erreicht 
werden. Diese Temperaturerhéhung wird nur kurze Zeit andauern, bis 
der WarmeiiberschuB an die Umgebung abgeleitet ist. Bei langsamem 
Druckanstieg findet der Ausgleich schon friiher statt bzw. es kommt 
erst gar nicht zu einer nennenswerten Erhéhung, weil wahrend des 
Anstiegs schon die Warmeableitung stattfinden kann. Ferner macht 
sich ein solcher Temperaturfehler um so weniger stark bemerkbar, je 
langer die Druckdauer ist. — Aus diesen Griinden wurde bei den meisten 
Versuchen der langsame Druckanstieg gewahlt, bei vielen Versuchen 
wurde die Druckdauer auf 10—20 Stunden ausgedehnt. Endlich wurde 
bisweilen nach der Druckentlastung die Versuchslésung noch 10 Minuten 
in der Druckbombe belassen. Das hatte fo'genden Grund: Bei Druck- 
abfall kiihlt sich eine Fliissigkeit um den gleichen Betrag ab, um den 
sie sich bei Druckanstieg erwirmt. Hatte die Versuchslésung zu Beginn 
eine héhere Temperatur als die Kontrolle, so trat dadurch ein Ausgleich 
ein, daB sie zum SchluB eine Zeitlang bei Untertemperatur exponiert 
wurde. Alle diese VorsichtsmaBregeln anderten prinzipiell nichts an 
dem Ergebnis der Versuche. Im Gegenteil hatte die lange Druckdauer. 
bei der die kurzfristige Temperatursteigerung ein geringerer Fehler ist. 
einen besseren Effekt, wie aus einem Vergleich zwischen Abb. 1 und 2 
ersichtlich ist. — Der Temperatureffekt ist zweifellos vorhanden, macht 
sich aber infolge seiner Geringfiigigkeit nicht wesentlich stérend be- 
merkbar. Der Hauptunterschied in der Geschwindigkeit der unter. 
suchten Verdauungsprozesse mu8 daher auf die Kompression allein 
zuriickgefiihrt werden. Ganz ohne Zweifel ist das bei den Versuchen 
der Fall, die trotz eventuell vorhandener Ubertemperatur eine 
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Hemmung des Prozesses ergaben (Lipase, Pepsin, Trypsin). Hier waren 
denn auch alle die beschriebenen VorsichtsmaBregeln tiberfliissig. 

Die Versuche zeigen, daB schon bei verhaltnismaBig niederen 
Drucken eine Wirkung auf fermentative Prozesse zu erzielen ist. Dab 
die Kompression an den Fermenten dauernde Veranderungen, die noch 
nach dem DruckablaB bestehen, erst nach viel héherer Dosierung 
hinterlaBt, ist durch die Untersuchungen der eingangs erwahnten 
Autoren sichergestellt. Ich kann bestatigen, daB nach 1500 Atm. eine 
den Druck iiberdauernde Beeinflussung einer Pepsinlésung nicht vor- 
handen ist. Eine gedriickte und eine ungedriickte Lésung verdauten ein 
nachtraglich zugesetztes Stiick rekalzifizierten Citratplasmas mit der 
vleichen Geschwindigkeit. Es ist immer die Voraussetzung gemacht, 
daB es sich hier um eine tatsachliche Beeinflussung des Ferments handelt 
und nicht um eine Anderung des Substrats. Es konnte zwar ausge- 
schlossen werden, daB die Verdaulichkeit von Starke und Tributyrin 
nach der Kompression verandert ist. Wahrend der Kompression kénnte 
das jedoch der Fall sein. 

Jedenfalls liegt in unseren in vitro-Versuchen eine reversible 
Beeinflussung eines auch im Organismus vorkommenden lebenswichtigen 
Prozesses durch Kompression vor, und damit ist die zu Beginn gestellte 
Frage prinzipiell beantwortet. Reversible Kompressionshemmungen 
sind bei vielen Zellen und Organismen aus anderen Untersuchungen 
bekannt [vgl. Ebbecke, Uber Kompression und Narkose (5)|. Auch eine 
erhéhte Reaktionsbereitschaft von Zellen unter Druck gehért so wenig 
zu den Seltenheiten, daB sich der Begriff Reizdosis auch bei der Kom- 
pression als berechtigt erwiesen hat. Reizung, Lahmung und Tod sind 
Erscheinungen, die als grundlegende Folgen der Kompression (wie auch 
anderer Reizmittel) je nach der Dosierung bei Zellen und Organismen 
beobachtet werden. Und hier zeigen auch die leblosen Fermente ein 
beziiglich der Kompression ahnliches Verhalten. Wenn eine Beschleu- 
nigung durch Druck auch nur bei der Starke gefunden wurde. so 
darf man sie doch vielleicht in Analogie zu der Reizdosis setzen, die 
auch bei anderen Prozessen gefunden wurde [z. B. Beschleunigung der 
Herzaktion durch Druck (4)]. Eine Hemmung zeigen die meisten der 
oben beschriebenen Versuche. Und die Zerstérung der Fermente, wie 
sie von Basset und Macheboeuf durch héhere Drucke erzielt wurde, ware 
eine Parallele zu dem bei Uberdosierung des Druckes eintretenden 
Zelltod. Die Lahmung durch Druck, die sich wohl nicht nur auf die 
schon untersuchten Gerinnungs- und Verdauungsfermente beschrankt, 
sondern wahrscheinlich auch die bekannten und vermuteten Fermente 
des intracellularen Stoffwechsels erfaBt, kénnte dann auch als eine, 
wenn auch nicht die einzige Ursache fiir den voriibergehenden Ausfall 
von Zellfunktionen unter Druck betrachtet werden. 




















11s J. Benthaus: EinfluB hoher komprimierender Drucke usw. 


Zusammenfassung. 


Verschiedene fermentative Verdauungsprozesse wurden hohem 
Druck unterworfen. Im Gegensatz zu anderen Untersuchern, die fest - 
stellten, daB sich Fermente allein komprimiert erst durch Drucke 
zwischen 6000 und 13000 Atm. dauernd beeinflussen lassen, konnte 
bewiesen werden, daB durch Drucke bis zu 1500 Atm. bereits eine 
Beeinflussung stattfindet. Es wurde die Aktivitat der Fermente nicht 
nach, sondern wahrend der Kompression untersucht, indem zugleich 
mit den Fermenten ein geeignetes Substrat dem Druck ausgesetzt 
wurde. Dabei verhielten sich die Fermente nicht einheitlich. Wahrend 
die Diastasen eine erhéhte Wirkungsgeschwindigkeit unter Druck 
zeigten, wurde die Verdauung durch Lipase, Pepsin und Pankreas- 
proteinase verlangsamt. — Die Wirkung der Drucke bis zu 1500 Atm. 
ist nur voriibergehend. Nach DruckablaB kehrt die normale Aktivitat 
der Fermente zuriick. Die Arbeit bringt eine genaue Beschreibung der 
jeweils angewandten Methodik und Beispiele aus den Versuchsproto- 
kollen. Es besteht beziiglich des Verhaltens unter hohem Druck ein 
gewisser Parallelismus zwischen den Fermenten und lebenden Zellen. 
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Die MeSmethoden zur Untersuchung 
der katalytischen Wirksamkeit der Kohlensiiure- 
anhydratase. 
Von 

Michael Leiner und Gertrud Leiner. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 

(Eingegangen am 1, Dezember 1941.) 

Mit & Abbildungen im Text. 


Die Wirksamkeit des Ferments Kohlensaiureanhydratase, das die 
Reaktion CO, + H,0 = HCO, katalytisch beschleunigt, ist stark 
abhangig vom Kohlendioxyddruck (1) (2), von einer Reihe aktivierender 
Substanzen (2) (3), von der Temperatur (28) und von der Art des ver- 
wendeten Puffers (3) (28). Durch sehr schnelles Schiitteln wird das 
Ferment rasch denaturiert (28). Ferner nimmt die katalytische Kraft 
von stark verdiinnten Fermentlésungen sehr schnell ab. Auch die 
Wirksamkeit der Aktivatoren des Ferments ist von auBeren Bedingungen 
abhangig (3). Dagegen wird die Fermentkatalyse von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration im pu-Bereich 5 bis 9 nicht oder nur wenig  be- 
einfluBt (2). 

Alle fiir die Untersuchung der katalytischen Wirkung des Ferments 
angegebenen MeBanordnungen weichen von den physiologischen Ver- 
haltnissen, zum Teil sehr stark, ab. Dies gilt sowohl fiir die Hydratation 
wie fiir die Dehydratation. Um groBe, d.h. gut meBbare Ausschlige 
zu erhalten, wahlt man immer stirkere px-Unterschiede und pu-Ver- 
schiebungen, als sie im Kérper gefunden werden. Sehr selten entspricht 
das Verhaltnis Kohlendioxyddruck : Pufferkonzentration dem physiolo- 
gischen. Dasselbe gilt von der GréBe der Zu- und Abnahme des CO,- 
Druckes wahrend der Messung. Unphysiologisch sind auch alle bei den 
Messungen verwendeten Acetat-, Phosphat-, Pyrophosphat-, Glykokoll- 
und Carbonatpuffer. Bei den manometrischen Methoden muf ein 
groBer Gasraum mit einer kleinen Menge der Fermentlésung durch 
heftiges Schiitteln im Absorptionsgleichgewicht gehalten werden. Auch 
etwas Derartiges kommt im Organismus nicht vor. Um die Reaktion 
langsam und damit gut meBbar zu machen, benutzt man in der Rege!l 
Temperaturen zwischen 0 und 5°C, seltener Zimmer, nie Kérper- 
temperaturen. 

Nach dem Gesagten gibt es viele Fehlerméglichkeiten bei der 
Untersuchung der katalytischen Wirkung des Ferments. Fine Meb- 
anordnung, die alle Fehlerquellen gleichzeitig ausschalten kann und die 
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den physiologischen Bedingungen ungefahr entspricht, gibt es nicht. 
Manchmal entsteht durch das Ausschalten einer Fehlerquelle eine andere. 


Es ist nach diesen Ausfiihrungen kein Wunder, wenn sich quanti- 
tative Verschiedenheiten in den Mefergebnissen bei verschiedenen 
MeBmethoden und Versuchsbedingungen einstellen. Uber diese beiden 
bringen die meisten Aufsitze entweder allzu skizzenhafte Darstellungen, 
oder die knappe, abstrakte Mitteilung der MeBergebnisse laBt einen 
Hinweis auf die Fehlerméglichkeiten der MeSanordnung iiberhaupt 
vermissen, so daB sich der AuBenstehende oft kein rechtes Bild von 
dem Gewicht und der Zuverlassigkeit der mitgeteilten quantitativen 
Beziehungen machen kann. Der Hauptzweck dieses Aufsatzes ist 
daher, die Leistungsfihigkeit der vorhandenen MeBmethoden darzu- 
legen, ihre Fehlerquellen aufzuzeigen und damit Mi®verstandnissen zu 
begegnen. 

I. Die MeBapparaturen. 


A. Die manometrischen MeBmethoden. 


Die zuerst von Brinkman, Margaria und Roughton (4), Meldrum 
und Roughton (5), Roughton (6) (7), Roughton und Booth (8) benutzte 
Apparatur mit dem Barcroft-Differentialmanometer wurde spater mit 
einigen unwesentlichen Veranderungen auch gebraucht von Stadie und 
O’Brien (9), Keilin und Mann (10) (11), Kiese und Hastings (12), 
Kiese (13) (28) und Leiner und Leiner (3). Das ReaktionsgefaB dieser 
Apparatur ist ein glasernes, kastenartiges ,,Boot*, das durch eine 
Langsscheidewand in zwei schmale Halften geteilt ist zur getrennten 
Aufnahme der beiden Reaktionsfliissigkeiten bei der Dehydratations- 
messung. Durch die hohe Scheidewand wird die Reaktionsfliissigkeit 
beim raschen Schiitteln zerstaubt, wodurch die schnelle Einstellung 
des Absorptionsgleichgewichts sehr geférdert wird. Das GefaB wird 
durch einen Motor in einem Wasserthermostaten mit 300—800 Doppel- 
schwingungen pro Minute und mit kleiner Amplitude geschiittelt. In 
den spaiteren Ausfiihrungen ist das Manometer mit Einrichtungen zum 
Evakuieren und zum Einfiillen von Kohlendioxyd versehen. In den 
Thermostaten taucht das mit dem einen Schenkel des Manometers 
verbundene KompensationsgefaB. Durch Ablesen in Abstanden von 
10—15 Sekunden nach Beginn des Schiittelns erhalt man Zeitkurven 
der Reaktion. Kiese hat die Gummiverbindungen der urspriinglichen 
Apparatur, eine Quelle von Ungenauigkeiten, durch G!lasréhren ersetzt 
und die leichte Beweglichkeit des Bootes dieser so veranderten Apparatur 
durch eine elastische Glasspirale sichergestellt. 


Die Hauptvorziige der Bootsapparatur sind folgende: 


1. Es la8t sich mit ihr sowohl die Hydratation als auch die Dehydrata 
tion in ihrem zeitlichen Verlauf messen, die erstere allerdings besser als dic 
letztere. 
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2. Die hohe Schiittelgeschwind gkeit fiihrt zu eimem sehr raschen 
Kohlend‘oxydausgleich zwischen Gas- und Fliissigkeitsraum. Wie weit bei 
einer Schiittelgeschwindigkeit von 600—700 Doppelschwingungen pro 
Minute der DiffusionseinfluB ausgeschaltet ist, ist ungewiB [siehe z. B. bei 
Luckner (14) und van Goor (33)|. Es ist anzunehmen, daB dies weitgehend 
der Fall ist, so daB man aus den Ablesungswerten die Geschwindigkeits- 
konstanten berechnen kann, wie dies Kiese (28) in Anlehnung an Stadi 
und O°’ Brien (1) u. a. getan hat. Diese Autoren haben jedoch zur Bestimmung 
der Geschwindigkeitskonstanten die elektrometrische Bestimmung der 
pu-Verschiebung gewahlt, wobei der DiffusionseinfluB nicht so zu_be- 
achten ist. 

3. Das feststehende Manometer gestattet ein rasches Ablesen, auch bei 
kurzen Zeitintervallen. Allerdings erschwert das bei der hohen Schiittel- 
geschwindigkeit sehr schnelle Wandern der Sperrfliissigkeit das genaue 
Ablesen. 

4. Das Differentialmanometer erméglicht ein Evakuieren des Apparates 
und damit genauere Messungen. Der evakuierte Gasraum kann rasch etwa 
gleichmaBig mit einer beliebigen Kohlendioxydmenge gefiillt weiden. [Die 
beim evakuierten Manometer verwendete 30°,ige Schwefelsaure (12) (13) 
als Sperrfliissigkeit ist wegen ihrer hohen Viskositat mitunter die Ursache 
von Fehlern. | 

Das Messen mit der Bootsapparatur hat aber auch Nachteile: 

1. Bei der Dehydratationsmessung kann das GefaB in der Ausgleichs- 
zeit nicht geschiittelt werden, was zur Unbrauchbarkeit mancher Versuchs- 
anordnung fiihrt. Brauchbar ist die Dehydratationsmessung nur unte) 
der nichtphysiologischen Bedingung des fehlenden CO,-Druckes bei Beginn 
der Messung. 

2. Je héher die Schiittelgeschwind'‘gkeit gewahlt wird, um so rascher 
und starker denaturiert das Fermenteiwei8B. Dadurch und wegen des meist 
groB gewahlten Gasraumes (90—150cem) ist die MeBSimethode nicht so 
empfindlich wie einige andere. Das Fliissigkeitsvolumen ist je nach der 
G16Be des GefiBes 5—20 cem. 

Neben diesen zwei Hauptnachteilen haben einige andere, die haupt- 
siichlich bei der Hydratationsmessung durch das Einleiten von Kohlendioxyd 
entstehen, eine geringere Bedeutung. 

Um die Ungenauigkeit des Ablesens beim schnellen Wandern der Sperr- 
fliissigkeit im Differentialmanometer auszumerzen, hat Kiese (28) diesem 
ein Glasmembranmanometer parallel geschaltet. Dieses besitzt auf seiner 
planen beweglichen Glasplatte einen kleinen Spiegel, der die Bewegungen 
der Platte mit Hilfe eines reflektierten Lichtstrahles auf eine Skala pro- 
jiziert. 

Tm allgemeinen weicht die MeBmethode, wie in der Einleitung schon 
gesagt wurde, erheblich von den Verhaltnissen im Kérper ab, besonders 
wenn auch sonst noch unphysiologische Anordnungen in der Art und Kon- 
zentration des Puffers und in dem CO,-Druck gewahlt werden. 


Zu den Dehydratationsmessungen benutzten Leiner und Lei- 
ner (2) (3) (15—-19) die Warburgsche Manometerapparatur mit den 
neuen GefaBen der Abb. 1—3 und einer fiir Warburg-Manometer sehr 
schnellen Schiittelung. Fiir die GefaBform der Abb. 1 und 2 mit zwei- 
geteiltem Raum zur Aufnahme von je 2cem der beiden Reaktions- 
fliissigkeiten ist Pendelschiittelung mit groBer Amplitude in der urspriing- 
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lichen Ausfiihrung der Warburgschen Wasserthermostaten (20) not- 
wendig. Die GefiBform der Abb. 2 mischt bei geeigneter groBer Am- 
plitude und Schiittelgeschwindigkeit (80 —140 Doppelschwingungen pro 
Minute) sehr vollkommen und stellt wegen des langen Weges der zu 
schiittelnden Fliissigkeit iiber die Trennungsbriicke das Absorptions- 
vleichgewicht zwischen Gas- und Fliissigkeitsraum sehr rasch ein. Da 
es bei dieser Art des Schiittelns innerhalb der normalen Versuchszeit 





eo Icom a 
Abb. 1. Gefi8 zum Warburg-Manometer Abb. 2. Wie bei Abb. 1. Einmalige Ab- 
zur Messung der Dehydratationskatalyse lesung 30 Sekunden nach Einschaltung der 
der Kohlensiureanhydratase. Wiihrend Schiittelung. 
der Ausgleichszeit steht das Manometer Inhalt: 23-—-28 cem. 


still. Inhalt etwa 40 ccm. Ablesung in 
Intervallen von 30 oder 60 Sekunden. 


Abb. 3. ManometergefaB mit dreh- 
barer Einkippbirne. Das Gefa® kann 
in der Ausgleichszeit geschiittelt wer- 
den. Ventilstopfen fiir Gasdurch- 
leitung. Fiillung: z. B. im Hauptraum 
3 cem m/60 Phosphatmischung vom 
4 = 5—8, in der Birne 1 cem m/20 
NaHCO, bei,i5°C. In den Haupt- 
raum kommen die zu priifenden Zu- 
siitze oder statt dessen entsprechende 
Mengen Wasser. Ablesung in Inter- 
vallen von 60 Sekunden. Nur die 
Zahlen der ersten Ablesung werden 
zur Auswertung benutzt. 
Inhalt: 38—43 ecm. 





kaum zu einer Fermentdenaturierung kommt (die Reaktionsfliissig- 
keit spritzt beim Schiitteln nicht sonderlich), der Gasraum des Mano- 
meters sehr klein gehalten werden kann und die Einstellung des Ab- 
sorptionsgleichgewichts zwischen Gas- und Fliissigkeitsraum noch 
verhaltnismaBig rasch erfolgt, ist das MeBverfahren recht empfindlich. 
sicherlich mindestens so empfindlich wie das MeBverfahren von Brink 
man-Meldrum-Roughton. 

Z. B. wurden mit frisch hergestellten Fermentverdiinnungen 1/200000 


aus einer einige Monate alten 0,1% igen Stammlésung (s. unten S. 130) 
folgende MeBergebnisse erhalten: 
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a) Mit der Bootsapparatur: 0,5 y des Fermentpraparats beschleunigen 
die Reaktion H,CO, -- CO,+ H, O bei Verwendung von 6 cem m/10 Phos- 
phatpuffer vom pq = 6,8 und 6cem m/10 NaHCO,-Lésung bei 0,05° C 
und einer Schiittelgeschwindigkeit von 530 Doppelschwingungen pro Minute 
in den ersten 30 Sekunden um 33%. 

b) Mit dem Warburg-Manometer und dem GefaB der Abb. 2: 0,5 7 
des gleichen Fermentpraparats beschleunigen etwa zur gleichen Zeit die 
Dehydratation der Kohlenséure bei Verwendung von 2 cem m/80 Phosphat - 
puffer vom pr = 6,8 und 2cem m/40 NaHCO,-Lésung bei 15°C und bei 
einer Schiittelung von etwa 120 Doppelschwingungen pro Minute in den 
ersten 30 Sekunden um 200°%, 0,2 y Ferment um 70% und 0,125 y Ferment 
noch um 39%. 

Die héhere Temperatur im zweiten Versuch kann nicht die Ursache 
des MeBunterschiedes sein, da der Temperaturquotient der nichtkataly- 
xierten Reaktion héher ist als derjenige, der durch das Ferment kataly- 
sierten (11). Sicherlich ist die in beiden Versuchen sehr verschiedene 
Schiittelgeschwindigkeit eine der Ursachen. Wahrscheinlich kann durch 
Veranderung der Versuchsanordnung auch die Bootsapparatur noch emp- 
findlicher gestaltet werden, als sie nach diesem Beispiel ist. 

In das GefaB der Abb. 1, das nur bei Beginn der Untersuchung ver- 
wendet wurde, kamen in die eine Halfte des Raumes in der Regel 2 cem 
m/50 Phosphatpuffer vom px = 6,8, in die andere Halfte 2cem m/50 
NaHCO, in m/500 NaOH, in eine der beiden Fliissigkeiten die Ferment- 
lésung. Bei der GefaBform der Abb. 2 hatte die eine Halfte des GefaBes 
in der Regel bei 15° C 2 cem m/80 Phosphatpuffer vom py = 6,8 ohne baw. 
mit Ferment und anderen Zusatzen, die andere 2ccm m/40 NaHCO,- 
Lésung. Die Ablesung erfolgte in der Regel in Abstanden von 30 Sekunden. 
Man erhalt so Zeitkurven der Reaktion. Meistens wurde nur der erste Wert, 
die Menge des in der ersten halben Minute ausgetriebenen CO,, zur Aus- 
wertung benutzt. 

Der Hauptnachteil der GetaiBe der Abb. | und 2 ist, daB sie wie das 
Brinkman-Meldrum- Roughton-Boot in der Ausgleichszeit nicht geschiittelt 
werden kénnen. Sie kénnen daher nur verwendet werden, wenn im Gasraum 
kein CO, ist. 

Mit dem GefaB der Abb. 3 kann das Warburg-Manometer wahrend der 
Ausgleichszeit geschiittelt werden. Dies beseitigt eine Fehlerméglichkeit, 
verkiirzt die Ausgleichszeit und ist notwendig, wenn der EinfluB des Kohlen- 
dioxyddruckes auf die Dehydratationskatalyse untersucht werden soll (2). 
Die Schiittelung erfolgt auf der horizontal sich bewegenden Schiene des 
Wasserthermostaten bei 120—150 Doppelschwingungen pro Minute. Sie 
soll bei Beginn der Messung ruckartig sein, da dadurch das sofortige Aus- 
flieBen der Fliissigkeit aus der Birne nach dem Drehen zu Beginn der 
Messung unterstiitzt wird. (Wahrend des Drehens der Birne bleibt das 
Manometer natiirlich im Thermostaten haingen.) In der Birne (B.) befindet 
sich leem NaHCO,-Lésung oder 1cem Phosphatpuffer, im Hauptraum 
(HR.) 2—4 cem Phosphatmischung bzw. Natriumbicarbonat. Die am 
haufigsten gebrauchten Konzentrationen bei 15°C sind in der Tabelle I 
angegeben. 

Bei sorgfaltig hergestellten und gereinigten Birnen bleiben nur sehr 
kleine Fliissigkeitsmengen nach dem Einkippen zuriick. Bei 16 Gewichts- 
bestimmungen waren nach dem Einkippen folgende Fliissigkeitsmengen in 
der Birne geblieben: in zw6lf Fallen 1--3%,. in zwei Fallen 5%, und in 
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zwei Fallen 7%. Sehr selten flieBt die Fliissigkeit bei nicht giinstig ge- 
blasenen Birnen infolge von Luftblasen verspatet aus, zuweilen bleibt ein 
gréBerer Tropfen im Birnenhals hingen. Solche Versuche miissen natiirlich 
ausgeschaltet werden. Bei der Priifung der Brauchbarkeit der GefaBe kam 
in B. leem Sodalésung und in HR. 3 cem Salzsaure in geringem UberschuB. 
Es erschienen im GefiB 1: 402 und 406 emm Kohlendioxydgas, im GefaB 2: 
404 und 398 cmm und im GefaB 3: 397 und 399 cmm, also ungefahr iiber- 
einstimmende Werte. Die entstehenden Schwankungen sind nicht tiber- 
maBig groB und kénnen das Wesen der MeBergebnisse nicht beeinflussen. 
Z. B. wurden die in Tabelle I mitgeteilten Durchschnittszahlen gefunden. 


Tabelle I. Dehydratationsmessungen mit dem Warburg-Getabh 
der Abb, 3. 
In B. Leem m/20 NaHCO,, in HR. 3 cem m/60 Phosphatpuffer, pq = 6,8. 
Fermentzusatz 0,5 y eines Praparats, das in 0,1° iger Stammlésung bei 
etwa 0° aufgehoben war. Schiittelgeschwindigkeit 146—152 Doppel- 
schwingungen pro Minute, Temperatur 15°C, gleichgroBe Amplitude der 
Schwingungen bei allen Messungen. 





NR. FR. FAR. 
(Normalreaktion) (Fermentreaktion) (Ferment-Aktivatorreaktion) 
Zahl der Messungen 86 82 118 
Durechschnittszahlen 
des in der 1. Minute 108 123 219 


ausgetriebenen CO, 
in emm 


(FR.—NR.) - 100 (FAR.—FR.)- 100 
NR. FR.—NR. 
18 % 445 9, 


Es bedeutet hier und kiinftig: NR. = Normalreaktion (Reaktion ohne 
Fermentzusatz); FR. = Fermentreaktion (Reaktion mit Fermentzusatz); 
FAR. = Fermentaktivatorreaktion (Reaktion mit Ferment- und Aktivator- 
zusatz). 


Der Aktivator stammte aus Rinderblut und war bei den einzelnen 
Versuchen verschieden weitgehend gereinigt. Bei der NR. waren 62% dei 
Messungen zwischen 98 und 103 emm, 16,3 zwischen 95 und 98 emm und 
16,3°% zwischen 105 und 110cmm. Uber die anderen Durchschnittszahlen 
wird unten gesprochen, 

Bei der Kegelform des GefaiBes der Abb. 3 und der verhaltnismaBig 
langsamen Horizontalschiittelung wird das Absorptionsgleichgewicht 
zwischen Gas- und Fliissigkeitsraum sehr viel langsamer eingestellt als 
mit den GefaiBen Nr. 1 und 2 und besonders der Bootsapparatur. De 
DiffusionseinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit ist daher groB. Durch 
das langsame Diffundieren des Kohlendioxyds wird die Messung mit diesem 
GefaB deshalb unempfindlicher als mit den GefaBen 1 und 2, weil gréber 
CO,-Drucke in der Reaktionsfliissigkeit einen hemmenden Einflu8 aui 
die Fermentkatalyse ausiiben (s, unten 8. 133. Da die Reaktionsfliissig- 
keit beim Schiitteln in diesem Gefi8 ziemlich spritzt, denaturiert da- 
Ferment wohl auch etwas bei der Messung. 0,5 y des obengenannten Fer- 
mentpraparats beschleunigen die Reaktion mit 3 cem m/60 Phosphatpuffer. 
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pu = 6,8, und 1eem m/20 NaHCO, bei 15°C in den ersten 30 Sekunden 
um etwa 20—30%. Bei 0° ist die Beschleunigung 40—60%. Aus diesen 
Zahlen ist zu ersehen, daB das Gefa® fiir die Fermentmessung im ganzen 
nicht unemptindlicher ist als das Roughton-Boot. 

Die spezifischen Verhaltnisse bei der Messung mit diesem GefaiB werden 
mit groBem Vorteil benutzt, um zwei Arten der Aktivatoren des Ferments 
in ihrer Wirksamkeit auseinanderzuhalten, da sie sich unter den Bedingungen 
des Manometers sehr verschieden verhalten, wie unten noch naher dar- 
gelegt wird. 

Zur schnellen Testmessung ist das Warburg-Manometer praktischer 
als das Brinkman-Meldrum-Roughton-Manometer. Die Sperrfliissigkeit des 
Manometers (Brodie) wandert auch viel langsamer als bei der letzteren 
Apparatur und bewegt sich sehr langsam, wenn das Manometer festgestellt 
ist. Dadurch ist das Ablesen erleichtert. 

Die Hauptnachteile fiir diese Fermentmessungen mit GefiB 3 der 
Warburg-Apparatur sind folgende: 

1. Die CO,-Diffusion ist nicht so schnell, da®B eine Berechnung der 
Geschwindigkeitskonstanten erlaubt ware. Natiirlich sind die erhaltenen 
relativen Werte ebenso richtig wie die Werte der Bootsapparatur. 

2. Es kann einwandfrei nur die Dehydratation der Kohlensaure ge- 
messen werden, da die Fiillung des Manometers mit einem kohlendioxyd- 
haltigen Gasgemisch nicht rasch genug vor sich geht. 

3. Zur Ablesung mu das Manometer festgestellt und die Sperrfliissig- 
keit auf den Ausgangspunkt im rechten Schenkel eingestellt werden. Durch 
die dazu nétige Zeit von etwa 3 —5 Sekunden entstehen kleine Fehler. Da bei 
der Auswertung der MefSergebnisse nur der erste MeBwert, die in der 
ersten Minute nach Beginn der Messung ausgetriebene CO,-Menge, benutzt 
wurde, haben die so entstehenden Fehler eine geringe Bedeutung. Nach der 
Ablesung des Versuchsmanometers wurde stets noch ein zweites Manometer 
als Thermobarometer abgelesen, das sich aber in der kurzen Zeit meist 
nicht verdndert hatte. 

4. Kleine Fehler kénnen beim Drehen der Birne zu Beginn der Messung 
entstehen, sie kénnen jedoch durch sorgfaltiges Einfetten des Schliffes der 
Birne und durch gleichmaBige Handhabung der Apparatur vermieden 
werden. 

Eine sehr groBe Rolle spielt bei allen manometrischen Messungen die 
Amplitude der Schwingungen und die Schiittelgeschwindigkeit, und nur, 
wenn beide unverandert bleiben, sind Messungen der gleichen Apparatur 
und Anordnung vergleichbar. Da beide sich leicht durch Zufalle am Thermo- 
staten und am Motor andern kénnen, ist eine Kontrolle nach jeder Messung 
notwendig. Schon eine verschieden gute Schmierung der Apparatur kann 
von Einflu8B auf die Schiittelgeschwindigkeit sein. In welcher Weise die 
letztere die MeBergebnisse verandert, zeigt Tabelle IT, 

Der EinfluB der Amplitude sei an folgendem Beispiel veranschaulicht : 
Mit dem GefaBtyp 2 wurden in den ersten 30 Sekunden der MeBzeit bei 
94—98 Doppelschwingungen pro Minute 51 emm CO, gemessen, nach Ver- 
gréBerung der Amplitude um das Doppelte und nur 54 Doppelschwingungen 
pro Minute 64emm COQ,. 


Es sei noch auf drei volumetrische bzw. manometrische Methoden 
der Dehydratationsmessung von Van Goor (22) (32) (33) hingewiesen, . 
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Tabelle II. EinfluB der Schiittelgeschwindigkeit bei GefaBtyp 3 
der Warburg-Manometer. 

In B. leem m/20 NaHCO,, in HR. 3 cem m/60 Phosphatpuffer, py = 6,8 
+ 0,2cem H,O (NR.). (Bei FR. + 0,1 ccm H,O + 0,1 com Fermentlésung, 
bei FAR. + 0,1 cem Fermentlésung + 0,1 cem Aktivatorlésung aus Rinder- 
blut.). Fermentzusatz 1 y eines Praiparats, das in 0,1%iger Stammlésung 
seit mehreren Monaten bei etwa 0° aufbewahrt wurde. Die verwendete 
Fermentverdiinnung 1/100000 war einige Tage alt. Temperatur 15°C. 
10 Minuten Ausgleichszeit. Amplitude der Schiittelung bei allen Messungen 





gleich. 
Zahl der Doppel- Nr. des 
schwingungen NR. FR. FAR. Aktivator- Datum 
pro Minute praparates 


Ausgetriebenes CO, in der 1. Minute in cmm. 


152 99,4 115,6 209 73d 21. IT. 1941 
152 99,4 117,56 | 222 71d 21. II. 1941 
134 90,0 102 153,5 7/ld+3d 5. III. 1941 
130 90,2 94,2 _ _ 2. V. 1941 
120 83,5 86,5 130 71d + 3d 6. ITT. 1941 
Ausgetriebenes CO, in den 2 ersten Minuten in cmm. 
152 160 183,5 262 73d 21. II. 1941 
152 160 187 278 Zid 21. II. 1941 
134 153 166 208 Zid + 3d 5. III. 1941 
130 146,7 161 - _ 2. V. 1941 
120 143 143,5 193 7V/id+ 3d 6. III. 1941 


FR. sinkt bei langsamer werdendem Schiitteln starker als NR. Auch 
wenn FR. kaum noch von NR. verschieden ist, bleibt die Wirkung des 
Aktivators doch gut sichtbar. 


die bisher keine Verbreitung gefunden haben. Die eine von ihnen sei 
kurz beschrieben: 


An dem unteren Ende der senkrecht gestellten Achse eines mit 1200 Um- 
drehungen pro Minute rotierenden Motors befindet sich ein gebogenes 
Blattchen mit kleinen Schaufeln. Dieser Teil der Achse ist mit einem kleinen 
Glasgefai8B 1 umschlossen, das mit einer horizontal liegenden Kapillare ver- 
bunden ist. Ein GlasgefaB 2, das teilweise mit Quecksilber gefiillt ist, schlieBt 
die rotierende Achse ein und dichtet das Glasgefa8 1 nach auBen ab. Aut 
das Blattchen wird 0,1 cem n NaHCO, und in das Gefa8 1 darum herum 
0,5cecem 0,02n NaH,PO, gebracht. Beim Anstellen des Motors mischen 
sich beide Fliissigkeiten rasch und vollstandig, da die volle Tourenzah! 
sehr schnell erreicht ist. Die Messung des freigemachten CO, geschieht 
durch die horizontale Kapillare, in der sich ein Petroleumtropfen bewegen 
kann. Dieser wird durch einen Lichtstrahl wahrend der Messung hell! 
beleuchtet und photographiert. Die Reaktion ist nach einigen Sekunden 
beendigt. Van Goor schreibt tiber diese Methode (33): ,,Obwohl das Volumen 
der Lésungen so klein wie méglich gewahlt ist, wird doch, ebenso wie be! 
der ,Bootsmethode‘ die Geschwindigkeit des Reaktionsverlaufes letzte: 
Endes von der Geschwindigkeit begrenzt, mit weleher das CO, aus de: 
Fliissigkeit diffundieren kann.‘ 
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B. lhe nichtmanometrischen MeBmethoden, 
welche die Geschwindigkeit der pu-Verschiebung als Map benutzen. 


Stadie und O’Brien (1) maken die Geschwindigkeit der pu-Ver- 
schiebung bei der Hydratations- und der Dehydratationskatalyse 
elektrometrisch mit Hilfe eines Kipp-Galvanometers. Aus der ge- 
messenen Zeit errechneten sie die Geschwindigkeitskonstanten. 


Bei der Priifung der Hydratationsbeschleanigung benutzten sie alkalische 
Phosphatlésungen und in Wasser geléstes (O,, bei der Messung der De- 
hydratationskatalyse Acetatpuffer und eine Natriumbicarbonatlésung. Alle 
Lésungen wurden mit Chinhydron gesattigt. Um sie iibereinanderschichten 
zu kénnen, wurde die untere Lésung durch Auflésen von Zucker spezifisch 
schwerer gemacht. Eine zwischen den beiden Reaktionsfliissigkeiten 
liegende Zuckerlésung trennte diese voneinander. Mit Beginn der Messung 
wurden beide Fliissigkeiten durch einen sehr schnell rotierenden Propeller 
gemischt. Das MischgefaB von 4ccm Inhalt hatte eine Platinelektrode 
und eine mit KCl gesattigte Agarbriicke, die mit einer Kalomelelektrode 
verbunden war. Mit Hilfe dieser Apparatur stellten Stadie und O’ Brien 
z. B. fest, daB das Ferment die Hydratation sehr viel starker beschleunigt 
als die Dehydratation. Erfahrungsgemaé8 ist die durch das Ferment ein- 
gestellte Gleichgewichtslage einer Gleichgewichtsreaktion oft eine andere 
als ohne katalytische Einwirkung des Ferments. So lag in Versuchen von 
Bodenstein und Dietz! das Gleichgewicht in dem System Amylalkohol- 
Butterséure —— Amylbutyrat bei Verwendung von Saure als Katalysator 
bei 85,59% Ester, bei Verwendung von Lipase schon bei 75°,. Ob aber die 
Angaben von Stadie und O’ Brien fiir die Kohlensdureanhydratase zutreffen, 
miissen erst erneute Messungen mit anderen Methoden erweisen, da die 
ihrige viele Fehlerméglichkeiten aufweist. Mangelhaft ist die Trennung der 
beiden Reaktionsfliissigkeiten vor Beginn der Messung. Es fehlt eine Ein- 
richtung zur Konstanthaltung der Kohlendioxydlésung vor der Messung. 
Nicht gepriift ist, ob das Chinhydron die Reaktion nicht beeinfluBt. Salz- 
lésungen starkerer Konzentration hemmen das Ferment. Ein Vorzug de1 
Methode vor der manometrischen ist das Fehlen eines Gasraumes, also das 
Vorhandensein des Kohlendioxyds in geléster Form schon zu Beginn det 
Messung. 


Statt der schwer einwandfrei zu gestaltenden elektrometrischen 
Messung der Geschwindigkeit der pu-Verschiebung hat Brinkman (21) 
fiir die Hydratationskatalyse die kolorimetrische Messung eingefiihrt. 
die weite Verbreitung gefunden hat (22—24). Leiner (16) (2) hat die 
Methode verfeinert, so daB sie bei richtiger Handhabung einwandfreie. 
sehr genaue Messungen erméglicht und darin von den manometrischen 
MeBmetheden nicht iibertroffen wird, auch ist sie ebenso empfindlich 
wie diese. Da die Brinkmansche Messung bei einiger Ubung auch sehr 
schnell ausgefiihrt werden kann (ein bis zwei Dutzend Bestimmungen 
in der Stunde) und die Fehlerméglichkeiten bei ihrer Kenntnis zum Teil 
leicht vermeidbar sind, ist sie fiir Testmessungen allen anderen Methoden 


1 Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906. 
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vorzuziehen und auch fiir kinetische Untersuchungen brauchbar. Im 
Unterschied zu den manometrischen Methoden fehlt hier praktisch ein 
Gasraum, mit dem Absorptionsgleichgewicht hergestellt werden miiBte, 
das Kohlendioxyd ist von vornherein in der Reaktionsfliissigkeit gelést . 
Die Mengen an Kohlendioxyd und Bicarbonat kénnen so gewahlt 
werden, daB sie den physiologischen Verhaltnissen nahe kommen. 


Im einzelnen wird bei der Messung folgendermaBen vorgegangen: Die 
wasserige Kohlendioxydlésung und der mit einem px-Indikator gefarbt 


Abb. 4. Leeres Brinkmansches Y-Rohr- 
chen. Die zwei Eichstriche auf jedem 
Schenke!l schlieBen ein Volumen von 1 ecm 
ein. Der unpaare Schenkel bis zu den 
Teilstrichen z hat etwa 2 ccm Inhalt. Er 
wird mit Quecksilber gefiillt. In den 
Schenkel la kommt in der Regel eine 
Mischung von 2- 10-* mol. NaHCO, und 
2+-10-* mol. Na,CO, (100: 6) und 37 mg 
Phenolrot, in den Schenkel 1b kommt 
lecem Wasser mit 0,5-10-* mol. COyg. 
Reaktionstemperatur 0°C. Nach dem 
Mischen der beiden Fliissigkeiten ist bei 
der nichtKatalysierten Reaktion der End- 
punkt des Umschlags bei etwa 120 Sek. 
erreicht. 














Bicarbonat-Carbonatpuffer werden unter LuftabschluB iiber Quecksilbe: 
vorratig gehalten (16). Statt des Carbonatpuffers kénnen auch andere 
benutzt werden (z. B. Glykokoll- und Phosphatpuffer). Am besten wird 
das Carbonatgemisch mit Phenolrot (Umschlag pH 8,4—6,8 von Rot nach 
Gelb) gefarbt, und zwar auf 1 Liter Lésung 37 mg Phenolrot. In diese: 
Verdiinnung kann der Umschlag sehr gut erkannt werden, es sind aber auch 
andere Mengen von Phenolrot anwendbar (gepriift sind 3,7-—-50 mg). In 
diesen Verdiinnungen greift der Indikator in die katalytische Reaktion 
nicht mit ein, andererseits wird auch der Umschlagspunkt des Phenolrots 
im MeBbereich nicht verschoben durch die Kohlensaureanhydratase, ihre 
Aktivatoren oder beide Substanzen zusammen, wie durch Titration fest 
gestellt wurde. Andert man die Konzentration der CO,-Lésung oder de= 
alkalischen Puffers bei der Messung, so verandert sich natiirlich der Um 
schlagspunkt, auch ist die Umschlagsfarbe etwas vom benutzten Puffe: 
abhangig. Um sie einwandfrei festzustellen, wird ein vorher hergestellte- 
Roéhrehen zum Farbvergleich benutzt und danebengestellt. Ergeben sich 
Farbverschiedenheiten des Endpunktes, so wird die betreffende Messung 
als falsch (vielleicht durch fehlerhaftes Pipettieren entstanden) ausgeschaltet. 


Die Mengenverhiltnisse in Abb. 4 sind so angegeben, da der Umschlags 
punkt der nicht katalysierten Reaktion in etwa 120 Sekunden erreicht ist. 
(Bei einer langeren Dauer, etwa 180 Sekunden, kénnte der Endpunkt 
nicht mehr sicher gefunden werden, da er unscharf wird, eine kiirzere 
Umschlagszeit von etwa 60 Sekunden ist unpraktisch, weil dadurch de: 
Raum fiir die variablen Fermentwirkungen zu eng wiirde.) Am sichersten 
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sind die Ablesungen, wenn der Umschlagspunkt zwischen 15 und 60 Sekunden 
liegt, was durch entsprechende Ferment- und Aktivatorverdiinnungen leicht 
erreicht werden kann. Vergleichbar sind nur Messungen, die mit den gleichen 
relativen Konzentrationen der gleichen Reaktionsfliissigkeiten erhalten 
wurden. Statt Phenolrot kann man auch andere Indikatoren verwenden: 
Neutralrot (Umschlag py 8,0 —6,8 von Gelb nach Rot), Kresolrot (Umschlag 
pu 8,8-—7,2 von Rot nach Gelb), Bromthymolblau (Umschlag py 7,6 —6,0 
von Blaunach Gelb), Thymolblau (Umschlag pq 9,6 —8,0 von Blau nach Gelb) 
und andere, doch ist der Umschlagspunkt vom Phenolrot am sichersten 
zu finden. 

Bei der Fiillung der Y-Réhrchen wird folgendermaBen verfahren: nach 
dem Einfiillen von sorgfaltig gereinigtem Quecksilber bis zu den Eich- 
strichen 2 der Abb. 4, wird | ccm Bicarbonat-Carbonat-Phenolrotlésung in 
den Schenkel a pipettiert und darauf in den Schenkel b bis zum Eichstrich y 
die CO,-Lésung (1 cem) gegeben. Schenkel 6 wird mit dem Schliffstopfen 
sofort unter Schiefhaltung des Réhrchens so geschlossen, daB der Stopfen 
die Kohlendioxydlésung gerade nicht beriihrt. Nun kommen in den Schen- 
kel @ noch die zu priifenden Zusatze (0,05 cem Fermentlésung ohne oder 
mit 0,05 cem Aktivatorlésung bzw. die gleiche Menge Aqua dest.). Darauf 
wird soviel Quecksilber in den Schenkel @ pipettiert, daB die Fliissigkeit 
den Glasstopfen gerade noch nicht beriihrt, wenn er aufgesetzt ist. Dadurch 
wird erreicht, da®B alle Messungen unter gleichen Bedingungen, praktisch 
ohne Gasraum, ausgefiihrt werden. Ein kleines Luftblischen muB8 immer 
bleiben, da sich die Fliissigkeiten nicht in die Stopfen hineinziehen diirfen. 
Alle Zusitze sind vorher zu neutralisieren und es ist darauf zu achten, daB 
sie die Pufferkraft der Reaktionsfliissigkeit nicht erhéhen. Nach der Fiillung 
wird das Réhrchen in ein GlasgefaB mit Eis und wenig Wasser gebracht, 
nach einer Ausgleichszeit von 10 Minuten herausgenommen, umgedreht, 
2—3 Sekunden geschiittelt und in dieser Stellung in das EisgefaB zuriick- 
gebracht, wo es bis fast zur Beendigung des Farbumschlags mit einem Haken 
geschiittelt werden muff. Queeksilbertropfen, die beim Schiitteln hin und 
her wandern, sorgen fiir vollstindige Durchmischung. Die Zeit wird mit 
der Stoppuhr genommen. Die Reaktion beginnt in dem gutgepufferten 
Teil der Titrationskurve und endet im schlechtgepufferten, so daB ein 
ziemlich plétzlicher Farbumschlag zustande kommt, besonders bei Reaktions- 
zeiten bis 40 Sekunden. 

DaB die Reaktionen nicht in ihrem Verlauf quantitativ gemessen und 
verfolgt werden kénnen, ist ein Nachteil der Y-Réhrchenmethode. So 
benétigt sie zur Vervollstandigung die manometrischen Messungen. Anderer- 
seits ist sie eine willkommene Erganzung zu diesen, besonders zu den 
Messungen mit dem Roughton-Boot. 

Flerkin (25) (26) miBt mit den Y-Réhrehen auch die Dehydratation. 
Er bringt in den einen Schenkel 1 ccm einer NaH, PO,-Lésung + Phenolrot 
und in den andern 1 cem einer NaHCO,-Lésung. Der Umschlag von Gelb 
nach Rétlich ist dann nach Florkins Angabe nach 2 Minuten beendet. Der 
tndpunkt ist aber sehr schwer festzustellen, auch mit Vergleichsréhrchen 
nur ungenau, da der Umschlag ganz allmahlich erfolgt. Auch mit andern 
Konzentrationen als den von Florkin angegebenen wird dies nicht besse -. 
Gepriift wurden folgende Lésungen: 1,03g NaH,PO, (berechnet ohne 
Kristallwasser) pro Liter, 4,2g und 6,3g NaHCO, pro Liter. Die Um- 
schlagszeiten waren etwa 4—5 Minuten. Statt der angegebenen 10 mg 
Phenolrot pro Liter nimmt man besser 30 —40 mg. 

Biochemische Zeitschrift Band 311. g 
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Von Philpot und Philpot (27) ist in Anlehnung an die Brinkmansche 
pu-Verschiebungsmethode noch eine andere kolorimetrische Methode 
zur Messung der Hydratation des CO, beschrieben worden, die auch 
von Keilin und Mann (11) als schnelle Testmessung bei der Isolierung 
der Kohlensaiureanhydratase aus Rinderblut und Magenschleimhaut 
benutzt worden ist. 


10 cem einer mit Bromthymolblau (Umschlag py 6,0 —7,6) blau ge- 
farbten 2,63-10-%m Natriumbicarbonatlésung ohne bzw. mit Ferment- 
zusatz wird in einem weiten Reagensglas eisgekiihIt und durch einen maBigen 
Strom von im EisgeféiB gekiihlten Kohlendioxyd mit diesem gesattigt. 
Nach einer kurzen Ausgleichszeit wird 1 ccm einer Carbonatlésung mit de1 
Pipette schnell hineingeblasen, wahrend der Kohlendioxydstrom weiter- 
lauft. Die Zeit bis zum Umschlag des Indikators wird gestoppt. Ein Ver 
gleichsréhrchen, welches Phosphatpuffer vom pu 7 und den Indikator ent- 
halt, erleichtert das Auffinden des Umschlagspunktes. Die zugesetzte 
Carbonatlésung besteht aus 0,3 mol. Na,CO, und 0,206 mol. NaHCO, und 
hat ein pq von 10,6. Das MaB des Kohlendioxydstromes ist standardisiert : 
in 1 Minute strémen 280 —360 cem CO, ein. Die Regulierung erfolgt durch 
einen Druckregulator und durch eine bestimmte Lange und Weite de: 
,.Einperlréhre“. Die nichtkatalysierte Reaktion dauert nach Philpet und 
Philpot 54 Sekunden. Keilin und Mann (11) wahlten als Indikator statt 
Bromthymolblau Phenolrot und maBen damit eine nicht beschleunigte 
Reaktionszeit von 65—75 Sekunden. Als Enzymeinheit bezeichneten sie 
eine Fermentmenge, welche die Reaktion auf 25—30 Sekunden erniedrigte 
Diese Einheit ist nach ihnen etwa zehnmal so groB wie die von Meldrum und 
Roughton festgesetzte Einheit mit dem Roughton-Boot bei 15°C, welche 
eine Verdoppelung der nichtkatalysierten Reaktionsgeschwindigkeit ist. 
Aus dieser Angabe geht schon die Unempfindlichkeit der MeBanordnung 
hervor. Von beiden Autorenpaaren wird sie als grobe Testmessung an 
gesehen, die bei Reihenuntersuchungen wegen ihrer Raschheit und leichten 
Handhabung mit Vorteil verwendet werden kann. Der Farbumschlag 
erfolgt bei ihr noch plétzlicher als bei der Brinkmanschen Messung, so 
da8 der Endpunkt der Reaktion scharf bestimmt werden kann. Doch ist 
sonst die Brinkmansche Methode genauer und physiologischer und ebenfalls 
leicht zu handhaben. Besonders durch die hohe Kohlendioxydkonzentration. 
welche die Wirksamkeit des Ferments sehr stark hemmt (s. unten 8. 133). 
entfernt sich die Philpotsche Methode weit von den physiologischen Ver 
haltnissen. 


II. Die Bedeutung der Art des Fermentpriparats fiir die Messung. 


Das Ferment kann in der von Leiner und Leiner (2) gereinigten 
Form, die offenbar etwa den gleichen Reinheitsgrad hat wie die zur 
gleichen Zeit hergestellten Praparate von Keilin und Mann (11), als 
schwach gelbliches! Pulver iiber Calciumchlorid bei 6° lange, wohl jahre- 
lang, ohne besondere Schidigung seiner Wirksamkcit aufgehoben werden. 
Auch eine 0,1 °%ige wasserige Lésung halt sich bei 6° mehrere Wochen 


/o 


1 Wenn der letzte Reinigungsschritt durch fraktionierte Ammon- 
sulfatfallung angewandt wird, ist das Pulver rein wei. 











che 
»de 
ich 


ing 
vut 


ge- 
nt- 
yen 
igt. 
der 
er- 
er 

nt - 
zte 
ind 
rt: 
reh 
der 
ind 
att 
rte 
sie 
te 

ind 
the 
ist. 
ny 
an 

rel 
lag 
SO 
ist 
ills 
ym, 
3), 
er 


en 
ur 
ils 
re - 
nh. 


en 


yn - 





Zur katalytischen Wirksamkeit der Kohlenséureanhydratase. 131 


sehr gut und nimmt nur ganz allmahlich an Wirksamkeit ab. Mit der 
Zeit flockt eine geringe Menge gelber Substanz aus. Nach dem Abzentri- 
fugieren dieses Niederschlages und dem Eindampfen der Lésung im 
Vakuum-Destillationsapparat hinterbleibt ein weiBes Pulver, das nur 
wenig wirksamer ist als das gelbliche. Die Lésung des weiBben Pulvers 
zeigt alle Eigenschaften der EiweiBe. Die Fallung mit Sulfosalicylsaure 
lést sich beim Kochen auf, um beim Abkiihlen wieder zu erscheinen. 
Verdiinnt man die 0,1°,ige Stammlésung auf eine 0,001 —0,0001 “iige. 
so nimmt der Wirkwert in der Regel schon innerhalb 1 Stunde oder doch 
einiger Stunden stark ab, auch bei 0°, in 24 Stunden manchmal um die 
Hilfte des urspriinglichen Wertes. Der verbleibende Wirkwert sinkt 
nur ganz allmahlich. Dieses Verhalten muB bei dem Messen der Ferment - 
wirkungen wohl beachtet werden, da ja nur derartig stark verdiinnte 
Lésungen zum Messen benutzt werden. Man sollte entweder vor jeder 
Messung aus einer konzentrierteren Lésung (etwa 0,1—1°(ig) eine 
stark verdiinnte herstellen und rasch messen, oder aber eine stark 
verdiinnte von einem bestimmten Alter (etwa 12—24 Stunden) ver- 
wenden. Auch bei der Stammlésung mu auf das Alter geachtet werden, 
wie Tabelle IIL zeigt. 


Tabelle IIL. Dehydratationsmessung mit dem Warburg-Gefa8B 
Typ 3. 
Versuchsanordnung und verwendete Lésungen wie in Tabelle Il. Ferment- 
zusatz 0,5y von Fermentverdiinnungen 1/200000 verschiedenen Alters. 
Ausgetriebenes CO, in der ersten Minute in emm. 





FR. 
NR. - ——= - Datum 
Einzelzahlen  Durchschnitt 


a) Etwa 4 Monate alte 


3 121,5 
Stammlésung ‘ a, a iia Sarees 
Fermentverdiinnung 104,5 a 118,5 27. IX. 1940 
1/200 000 frisch bereitet - 
b) Neu bereitete Stammlésung 161 
2) Fermentverdiinnung | 104,5 158.5 159,8 27. LX. 1940 
1/200000 frisch bereitet if 
. 133 
8) Fermentverdiinnung - ‘ a0 k s : 
1/200000 vom Vortage | 104,5 a 5 132,5 28. IX. 1940 
y) Fermentverdiinnung | 119.9 
1/200000 vom 27. IX. 1940 | 105,5 119°5 119,4 1 X.1940 


(4 Tage alt) 


Aus der Tabelle III ist ersichtlich, wie stark verdiinnte Ferment - 
lésungen innerhalb von 4 Tagen in ihrer katalytischen Wirksamkeit 
abnehmen kénnen. Da in der ersten Zeit unserer Messungen diese 
Tatsache noch unbekannt war, erhielten wir wohl regelmaBige Normal- 
reaktionen, aber stark divergierende Fermentreaktionen. Bei den zur 

Q* 
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Durchschnittszahl 123 der Tabelle I verwendeten 82 Einzelzahlen 
lagen 57 % zwischen 115 und 125 emm, 29 % zwischen 125 und 135 cmm, 
10% zwischen 108 und 115 cmm und der Rest zwischen 135 und 140 emm. 
Spater wurden die Lésungen so gewahlt, daB der Wert fiir die Ferment- 
reaktion stets bei 115—120 emm CO, lag. 

Fermentverdiinnungen 1 /100000 oder 1 /200000, die 12—24 Stunden 
alt sind, werden bei obiger Versuchsanordnung durch Zusatz eines 
Aktivators aus Rinderblut 6fter relativ starker aktiviert als frisch 


bereitete (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Dehydratationsmessung mit dem Warburg-GefaB 
Typ 3, frisch bereitete und altere Fermentlésung. 
Versuchsanordnung und verwendete Lésungen wie in Tabelle I und II. 
Fermentzusatz: ly von einer Fermentverdiinnung 1/100000 aus einer 
0,1% igen, einige. Monate alten Stammlésung. Schiittelgeschwindigkeit 
132 Doppelschwingungen pro Minute, Temperatur 15° C, Aktivatorpraparate 
aus Rinderblut. 





Art der Messung: NR. FR. FAR. FAR. FAR, FAR. 
Nr. des Aktivatorpriiparates : 8/2a Sj/lac 8/la3Z 8/1b 


a) Fermentlésung frisch bereitet. 


Ausgetriebenes CO, in der . ae k en p roe 
i "eo ag aps eg 93,5 132,5 | 177,56 191 208 216 


(FR.—NR.) - 100 (FAR.—FR.) - 100 
NR. FR.—NR. 
41,7 % 115% 150% 1949, 214 % 


b) Fermentlésung 1—2 Tage alt. 


Ausgetriebenes CO, in der || q. BA. ane 4 ene ti eee 
1. Minute in cmm | 93,6 | 116,65 | 176 110 -197,5 218 


|(FR.—NR.) - 100 -(FAR.—FR.) - 100 
| NR. FR.—NR. 
| 98.5% 275 %| 248% | 373% 443%, 


Ist freilich die Fermentverdiinnung einige bis mehrere Tage alt, 
so verringert sich die Wirksamkeit des Aktivators, absolut genommen. 
in der Regel sehr stark, obwohl relativ noch eine Steigerung eintreten 
kann (Tabelle V). In extremen Fallen ist die Aktivierung dann fast Null. 

Der Blutaktivator vermag stark verdiinnte Fermentlésungen, die 
langere Zeit im Eisschrank stehen, vor der Denaturierung zu schiitzen. 
Darauf wird in Kapitel TV naher eingegangen (vgl. Tabelle X). 

Ferner kommt es bei der Priifung der Aktivatorwirksamkeit auf 
den Reinheitsgrad des Praparats an. So wurde festgestellt (2), daB die 
Aktivierungsfihigkeit des himolysierten Blutes nur halb so groB war 
wie die unserer reinen Fermentpraparate bei Anwendung derselben 
Aktivatormengen. 
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Tabelle V. Dehydratationsmessung mitdem Warburg-GetaB Typ 3, 
frisch bereitete und viele Tage alte Fermentlésungen. 
Temperatur 15°C. Versuchsanordnung und verwendete Lésungen wie in 
Tabelle I und IT. Fermentzusatz: ly von einer Fermentverdiinnung 
1/100000 aus einer 0,1°% igen, einige Monate alten Fe:mentstammilésung. 
Schiittelgeschwindigkeit 126 Doppelschwingungen pro Minute. Aktivator 
praparat aus Rinderblut. 





Art der Messung : NR. FR. FAR. 


Nr. des Aktivatorpriiparates : 8/ld—3d 


a) Fermentlésung frisch bereitet. 


Ausgetriebenes CO, in der 1. Minute in cmm 89,5 111 187 
(FR.—NR.) - 100 (FAR.— FR.) - 100 
NR. FR.—NR. 
24% 354% 


b) 24 Tage alte Fermentlésung. 


{usgetriebenes CO, in der1.Minuteincemm 89,5 92 139,5 
(FR.—NR.) - 100 (FAR.—FR.) - 100 
NR. FR.—NR. 
3,9 % 1900 % 


I. MeB8anordnung und Abhiingigkeit des Ferments vom px 
und dem Kohlendioxyddruck. 
Wenn die Kohlensiureanhydratase im py-Bereich von 6—9 an 
irgendeiner Stelle ein stark hervortretendes Optimum der Wirksamkeit 
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Abb. 5. Die katalytische Beschleunigung der Dehydratation der Kohlensiure durch die Koblen 
sdiureanhydratase bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, gemessen mit dem Warburg- 
Manometer und dem GefiS der Abb. 3. Im Gasraum 5,8% CO, in O,. Im Hauptraum des 
(iefaBes 4 com m/60 Phosphatpuffer vom in der Abszisse angegebenen pu: in der Einkippbirne 
Leem m,20 NaHCO,. Temperatur 15.5° C. Schiittelgeschwindigkeit 140 Doppelschwingungen 
pro Minute. Kurve 1: nicht katalysierte Reaktion. Kurve 2: katalytisch beschleunigte Reaktion 
Kurve 2—Kurve 1 


Kurve 3: —- - 100 (rechte Ordinate) 
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hatte, kénnten die Methoden, welche die Geschwindigkeit der pu-Ver- 
schiebung als MaBstab wahlen, nur bedingt zur Anwendung kommen. 
Diese MeBanordnungen setzen voraus, daB die durch das Ferment 
katalysierte Reaktion der stark px-abhiangigen nichtkatalysierten 
Reaktion parallel liuft. Das ist in der Tat der Fall, wie die Abb. 5 und 6 
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Abb. 6. Die katalytische Beschleunigung der Dehydratation der Kohlensiiure durch die Kohlen- 
siureanhydratase bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, gemessen mit dem Warburg- 
Manometer und dem Gefai® der Abb. 3. Im Gasraum Luft. Im Hauptraum des GefiGes 4 ccm 
m/60 Phosphatmischung vom in der Abszisse angegebenen pu? in der Einkippbirne 1 ccm m/20 
NaHCOy,. Temperatur 15,5° C, Schiittelgeschwindigkeit: 140 Doppelschwingungen pro Minute. 
Kurve 1: Reaktion ohne Fermentzusatz. Kurve 2: Reaktion nach Fermentzusatz. Kurve 3: 
(Kurve 2—-Kurve 1) 


_ - 100 frechte Ordinate), 
Kurve 1 


Relative Differenz, 


beweisen. Unter physiologischen Bedingungen, also bei einem CQ,- 
Druck von 5,6°%, ist die Parallelitat der nichtkatalysierten und der 
katalysierten Reaktion stark ausgepragt (Abb. 5). Bei fehlendem COQ,- 
Druck ist im sauren Bereich die Fermentwirkung, absolut genommen. 
etwas gréBer als im neutralen und schwach basischen Gebiet (Abb. 6). 
Die Kurve der nichtkatalysierten Reaktion (Kurve 1) ist als Bezugs- 
kurve die Nullinie. Bei der Art ihres Verlaufes ist die relative kata- 
lytische Wirksamkeit des Ferments (Kurve 3) der ,,Effekt‘‘ der Ferment- 
katalyse, im neutralen und basischen Gebiet aber viel gréBer als im 
sauren. 





ae 


A 


= (ee 











Zur katalytischen Wirksamkeit der Kohlensdureanhydratase. — 135 


Wenn Kiese (28) sagt: ,,die Aktivitat nimmt von py 6 bis 9 zu‘, so 
ist dies eine unvollstandige Auslegung der MeBbefunde, die physiologisch 
irrefiihrend ist. Die errechenbare relative Hemmung der Fermentkatalyse 
durch fallendes py wird durch die verstarkende Wirkung der H-lonen auf 
die unkatalysierte Reaktion ausgeglichen. Die Gesamtwirkung verstarkt 
sich sogar stark mit faliendem pH. Wie die Kurven der Abb. 5 zeigen, ist 
das Charakteristische in erster Linie nicht der sich mit steigendem py ver- 
gréBernde Effekt der Fermentwirkung, sondern die Tatsache, dab die 
Kurve der katalysierten Reaktion der mit wachsendem py fallenden Null- 
linie der nichtkatalysierten Reaktion parallel lauft, d.h. also, es besteht 
keine py-Abhiangigkeit der katalytischen Reaktion in dem genannten Bereich. 
Auch die Kurve der absoluten Werte der durch das Ferment katalysierten 
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Reaktion fallt also mit zunehmendem px stetig. Aus seiner Deutung der 
MeBergebnisse berechnet Kiese die Dissoziationskonstante der dissoziierenden 
Gruppe des Ferments mit pK’ = 7,2 und findet eine weitgehende Uberein- 
stimmung seiner Aktivitatskurve mit der theoretischen Kurve eines Massen- 
gleichgewichts. 

Bei allen MeBanordnungen ist zu beachten, dab die Ferment- 
katalyse durch wachsenden CO.,-Druck gehemmt wird, wie durch 
Stadie und O’Brien (1) fiir die Hydratationskatalyse mit Hilfe ihrer 
elektrometrischen Messung der pu-Verschiebung mit einigen Zahlen. 
die keine quantitative Auswertung gestatten, wahrscheinlich gemacht 
wurde. Fiir die Dehydratationskatalyse wurde es durch WV. Leiner 
und G. Leiner (2) mit Hilfe des Warburg-GefaBes Typ 3 bewiesen 


(Abb. 5—7). 


Nach diesen Messungen wird das Ferment mit wachsendem CO,- 
Druck immer starker gehemmt, bis bei einem Druck von einer halben 
Atmosphire die Fermentkurve mit der Kurve der nichtkatalysierten 
Reaktion zusammenfiallt (Abb. 7). Das Ferment ist alxo bei diesem CO,- 
Druck wirkungslos geworden. Dieser Befund steht im Gegensatz zu 








136 M. Leiner u. G. Leiner: 


friiheren Messungen von N.O. Meldrum und F.1. W. Roughton, die an- 
gaben, daB die Michaelis-Konstante sehr hoch sei und die Fermentwirk- 
samkeit auch durch hohe Kohlendioxyddrucke nicht gehemmt werden 
kénnte. Ware diese Angabe richtig, so ware das Messen der Ferment 
katalyse sehr erleichtert. 1941 hat Kvese (28) die Leinerschen Messungen 
mit dem Roughton-Boot wiederholt (Hydratationsmessung) und die CGe- 
schwindigkeitskonstanten fiir CO,-Drucke bis 268 mm Hg bestimmt. Dies 
verkleinern sich ebenfalls mit wachsendem CO,-Druck erst stark, dann 
immer schwacher, allerdings nicht gleichmaBig. Am Ende ist die Ge- 
schwindigkeitskonstante von der. Konstanten des verwendeten Phosphat - 
puffers nur noch ganz wenig verschieden. Bis zu einem Druck von 380 mm 
Hg hat Kiese die Messungen nicht durchgefiihrt. Im AnschluB an seine 
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten (KC 0,-Ferment) berechnet Kies: 
in der Uberlegung, da8 ,,nur der auf das Ferment jeweils entfallende Um- 
satz von CO, ein sinnvolles MaB fiir die Geschwindigkeit* sei, diese Ge- 
schwindigkeit mit: 

1 


. 


1. sec” 


C Ferment * Ko o,-Ferment : Peo, * Ico, ° Mol 1 
wobei Poo, der CO,-Druck und aco, der Léslichkeitskoeffizient von CO, 
ist. Nach dieser Berechnung wachst die durch das Ferment umgesetzte 
CO,-Menge (Crerment) mit steigendem CO,-Druck bis zu einem Grenzwert. 
Physiologisch und fiir das Messen der katalytischen Wirksamkeit von Be- 
deutung ist freilich nur die Kohlendioxydmenge, die durch die Ferment- 
katalyse in Abhangigkeit vom px frei gemacht oder gebunden wird. 

Aus den Versuchsergebnissen ist ersichtlich, daB bei der Wahl der 
MeBanordnung sehr darauf geachtet werden muB, welche CO,-Drucke 
bei der Messung vorhanden sind oder auftreten. Die empfindlichsten 
MeBanordnungen sind die mit geringen CO,-Drucken, wie es z. B. bei 
der Brinkmanschen Y'-Réhrchenmethode méglich ist (10-20 mm Hg). 
wenn gleichzeitig eine entsprechend geringe Carbonatpuffer-Konzentra- 
tion genommen wird. Am Schlusse der Reaktion ist dieser kleine 
CO,-Druck noch um etwa 70% gefallen. Dagegen ist die manometrische 
Hydratationsmethode mit dem GefaBtyp 3 wenig empfindlich und die 
kolorimetrische von Philpot und Philpot mit dem hohen CO,-Druck 
noch weniger. 

IV. Das Messen der Aktivatorwirkungen, 

Bei der Untersuchung der katalytischen Wirksamkeit der Kohlen- 
siureanhydratase fanden Leiner und Leiner (2) (3), daB manche ‘Sub. 
stanzen, z. B. Cystein, Glutathion, Histamin, Histidin und Harnsaure 
die Hydratationskatalyse des Ferments stark aktivieren, wenn dic 
Y-Réhrchenmethode benutzt wurde, sehr viel schwacher aber, wenn 
die Messungen mit dem Roughton-Boot ausgefiihrt wurden. Im ersteren 
Falle wurde die Reaktionsgeschwindigkeit maximal um etwa das 
7fache (2), und im letzteren nur etwa um das 1|!/,fache gesteigert (3). 
Die Dehydratationskatalyse wurde bei Untersuchungen mit dem 
Warburg-GefaB Typ 3 mit den gleichen Substanzen sehr wenig oder 
gar nicht aktiviert, bei Messungen mit dem Roughton-Boot etwas 
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starker (Abb. 8) und bei Benutzung der Y-Réhrchen ziemlich stark. 
An einem Beispiel (Cystein) soll die Abhangigkeit der aktivierenden 
Wirksamkeit von der MeBmethode veranschaulicht werden (Tabellen V1 
und VIT). Die Messungen wurden bei 6°, 159, 189, 27° und 30°C ausgefiibrt. 
Eine auffallende Temperaturabhangigkeit besteht nicht. Die Tabellen 
bringen Beispiele von Messungen bei 6° und 15°C, die aus praktischen 
Griinden bevorzugt wurden. An anderer Stelle (40) wird ausgefiihrt., 
daB eine Veranderung der Temperatur in den angegebenen Grenzen 
das Wesen der MeBergebnisse nicht andert. 
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Abb. 8. Dehydratationsbeschleunigung a) durch ein iilteres (nicht weitestgehend gereinigtes) 
Fermentpriparat, b) durch Ferment + Cysteinhydrochlorid. Messung mit der Manemeter- 
apparatur von Brinkman-Meldrum- Roughton. Im zweigeteilten GefiB bei I: 6 cem m/10 Phos- 
phatpuffer vom py = 7,38 und 6 cem m/10 NaHCO,, bei IL: 6 cem m/10 Phosphatpuffer vom 
Pa = 6,47 und 6cem m/1l0 NaHCO,. 1. + 0,2 cem Wasser, 2. + 0,1 com Wasser + 0,1 com 
Fermentlésung (0,50 7). 3. -+- 0,1 cem neutralisiertes Cystein (80 7) + 0,1 com Fermentlésung 
(0,50 y). Temperatur des Thermostaten: 0,05° C. Schiittelgeschwindigkeit: 560 Doppelschwin- 
gungen pro Minute. Vor Beginn des Versuchs wird das Gefi® mit der Wasserstrahlpumpe 
10 Minuten evakuiert. 


Zu Tabelle VI: Messungen im Jahre 1939 bei 6° ergaben bei einer 
NZ. von 120 Sekunden und einer FZ. von 60 Sekunden eine FAZ. mit 
50—60 y Cystein von 9 Sekunden. Auch bei 15°C ist die Aktivierung 
durch Cystein bei der Brinkmanschen Messung grob (40). 

Zu Tabelle VII: Bei hohen Aktivatorkonzentrationen aus der Cystein- 
gruppe geht oft die durch niedrige Konzentrationen verursachte geringe 
Wirksamkeit wieder verloren oder es stellt sich sogar eine kleine Hemmung 
ein. Bei 26 Messungen mit dem GefaBtvp 3 zur Erprobung der aktivieren- 
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Tabelle VI. Hydratationsmessung mit den Brinkmanschen 
Y-Réhrchen. 
In dem einen Schenkel m/200 CO,, in dem andern m/50 Carbonat-Bicarbonat 
puffer, py = 9,1, 37 y Phenolrot + 0,05cem Zusatz (H,O oder Aktivator- 
l6sung oder Fermentlésung oder Ferment-Aktivatorlésung). Temperatur 0°. 
Reaktionszeit in Sekunden. 0,25 y Ferment einer Fermentlésung 1/200000. 


Aktivator: neutralisiertes Cysteinhydrochlorid. 





FAZ. 








Datum NZ. FZ. SnAeene | — 
10 7 20 ; 40 ; 50 
8. IV. 1940 124 80 35 16 13,5 12,5 
(NZ.—FZ.) - 100 (FZ.— FAZ.) - 100 
NZ. NZ. — FZ. 
35,5 % 102.3% | 145% 151% 163 % 
Es bedeutet: NZ. = Normalzeit (Reaktionszeit ohne Ferment, ohne 
oder mit Aktivator); FZ. = Fermentzeit (Reaktionszeit nach Ferment- 
zusatz); FAZ. = Fermentaktivatorzeit (Reaktionszeit nach Zusatz eine: 


Fermentaktivatorlésung). 


Tabelle VII. Dehydratationsmessung mit dem Warburg-Gefab 
Typ 3. 
Versuchsanordnung und verwendete Lésungen wie in Tabelle I. Ferment 
zusatz 0,5 von Fermentverdiinnungen 1/200000 einer 0,1°%igen, einige 
Monate alten Fermentstammlésung. Schiittelgeschwindigkeit 152 bis 
154 Doppelschwingungen pro Minute. Temperatur 15°C. Aktivatoren: 
neutralisiertes Cysteinhydrochlorid und schwach gereinigter Aktivator aus 
Rinderblut (8/lb, 8/le, 8/2b, 8/3b, 9/1). 








Art 7 . N | ‘ 
des Versuchs NR. FR. er FAR, : ! Datum 
Menge | 10 20» 50 100 7 200 » 400 » 0,leem 
und Art des ‘ . j ‘ 
Aktivators Cystein B/1b 8/le 8)2b 
Ausgetrie- 
benes CO, | 103 (129 — (128 146,5 138,5 131 201 | 224) 229 ) 291, v. 194: 
in der | (8/3 b) (9/1) 
i Minute | 97,5/113,4 112,5/115,5 118 110,5 105 106) 198 202) 197 16. Vv. 194: 
in emm 


den Wirkung von Glutathion, Cystein, Histamin und Histidin ergaben die 
Durchschnittswerte der in der ersten Minute ausgetriebenen CO,-Menge 
inemm: NR. = 103.3, FR. = 121, FAR. = 111.6. Es waren Aktivator- 
mengen von 5—800 y ausprobiert worden. Auch hier verursachten die 
hohen Konzentrationen eine leichte Hemmung. AuBerdem wurden im 
Jahre 1939 noch 37 Messungen mit der gleichen Apparatur angestellt, aber 
unter etwas verinderten Bedingungen, auch unter Anderung des px: 
(5,91-—-7,4) und brachten die gleichen Ergebnisse, wie die in den Jahren 
1940 und 1941. Damals waren untersucht worden: Cystein, Glutathion. 
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Histidin, Histamin, Carnosin, Adenin, Harnséure und Hydantoin. 
Die Versuche mit GefaBtyp 2 (,,ZweischenkelgefiB) der Warburg- 
Apparatur weisen darauf hin, da mit thm die Aktivatorwirkung 
der genannten Stoffe etwas deutlicher wird, aber ebenfalls geringer 
ist als die Wirkung des Aktivators aus Rinderblut (Tabelle XII). 
Dagegen zeigen die Stoffe bei der Messung der Dehydratationskata- 
lyse mit den Y-Réhrchen bei 6° und 15° eine starke aktivierende Wir- 
kung, wie folgendes Beispiel zeigt: NZ. = 240 bis 300 Sekunden. 
FZ. (Zusatz von 0,25 y Ferment) = etwa 100 Sekunden, FAZ. (Zusatz 
von 0,25 y Ferment — 50 y Cystein) 30—35 Sekunden. Tempe- 
ratur: 6°. 

Kiese (28) (29) konnte auch mit der Bootsapparatur bei einer Meb- 
temperatur von 0,1°C eine aktivierende Wirkung der Stoffe nicht finden. 
Er verwendete aber zu den Messungen hauptsachlich Pyrophosphatpuffer, 
der weniger giinstig hierbei ist. Beim Carbonatpuffer, der den Verhaltnissen 
im K6érper naiher kommi, ist auch mit der Bootsmethode die aktivierende 
Wirkung immer deutlich festzustellen (3). Kiese benutzte allerdings auch 
Carbonatpuffer m‘t negativem Erfolg. Vielleicht hatte er zu alte Ferment- 
lésungen genommen (s. unten!). 

Die physiologische Bedeutung der aktivierenden Stoffe wird durch 
ihr verschiedenes Verhalten bei den einzelnen MeBmethoden, die mehr 
oder weniger unphysiologisch sind, nicht in Frage gestellt. Da ihre 
Wirksamkeit durch Zinksalze gehemmt werden kann (2) und Zn” mit 
den Aminosauren infolge seines amphoteren Verhaltens innere Kom- 
plexe hildet, beruht die aktivierende Wirksamkeit der Stoffe vielleicht 
auf einer Carbaminobildung als Zwischenreaktion. 

Leiner und Leiner (2) (3) erhielten aus dem Rinderblut einen schon 
in Tabelle I und VII angefiihrten hochmolekularen organischen Stoff, 
der auch in starker Verdiinnung bei Messungen mit den Warburg- 
GefaBen von Typ 2 und 3 die Dehydratationskatalyse des Ferments 
auffallend stark aktivierte, jedoch bei Messungen mit dem Roughton- 
Boot ziemlich schwach wirkte (3). Ahnlich verhielten sich Spuren von 
neutralisierten Gewebeextrakten und biologischen Fliissigkeiten. Der 
gereinigte Rinderblutaktivator lie8 in starker Verdiinnung die Hydra- 
tationskatalyse des Ferments bei der Messung mit den Y-Réhrchen 
unbeeinfluBt oder zeigte in starkerer Konzentration nur eine geringe 
Wirksamkeit. Wie die Tabellen L und VII zeigen, stieg die in der ersten 
Minute im Warburg-GefaB Nr. 3 frei gemachte CO,-Menge bei Zusatz 
des Aktivators oft auf 200—250 ecm an, also manchmal auf das Doppelte 
der gesamten, ohne Aktivator frei gemachten Gasmenge. Die CO,- 
Menge ist ohne Aktivator nur mit der vier- bis achtfachen Ferment menge 
zu erreichen. Aktivator ohne Fermentzusatz gibt keinerlei Erhéhung, 
sondern in allen Fallen Normalreaktion. Bei einer unserer Messungen 
wurden folgende Zahlen erhalten: 
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Tabelle VIT1. Dehydratationsmessung mit dem Warburg-Gefa8 
Typ 3. 
Temperatur 15°C, Versuchsanordnung und verwendete Lésungen wie in 
Tabelle I. Fermentverdiinnungen 1/50000 und 1/200000 frisch hergestellt 
aus alter Stammlésung. Schiittelgeschwindigkeit 128 Doppelschwingungen 
pro Minute. Zwei schwach gereinigte Aktivatorpraparate aus Rinderblut. 
8. April 1941. 





Art der Messung NR. FR. FR. FAR. FAR 

Fermentmengen 0,5 2y 0,5 y 0,5 > 
Ausgetriebenes CO, in de : % 

Ausgetriebenes CO, in der 4 114.5 145 209 183 


1. Minute in emm 


Fin anderes, weitgehend gereinigtes Aktivatorpraparat aus Rinder- 
blut ergab die in Tabelle LX mitgeteilten Werte der Hydratations- 
katalyse, gemessen mit den Y-Rohrchen, und der Dehydratations- 
katalyse, gemessen mit dem Warburg-GefaB Typ 3. 


Tabelle IX. Wirkung des aus Rinderblut gewonnenen Aktivators. 
gemessen mit dem Y-Réhrehen (Hydratation) bei 0° und dem 
Warburg-Manometer (Dehydratation) bei 15°C. 
0,5 y Ferment. 





Aktivatormenge in y ............ 3,3 6,6; 16,5; 33 49,5) 99 
Hydratationsaktivierung in % ... 0 9 i8 | 163; -— 25 
Dehydratationsaktivierung in % . 120 393 513 | 496 615 — 


Die Berechnung der Aktivierung erfolgte nach den Gleichungen: 


. (FZ.—F AZ.) - 100 » _ (FAR.—FR.) - 100 
= NZ.—FZ. TER FR.— NR. : 


Die aktivierende Wirksamkeit des gereinigten Rinderblutaktivators 
bei der Hydratationskatalyse in den Y-Réhrchen ist also sehr klein, 
die Aktivierung der Dehydratationskatalyse, gemessen mit der War- 
burg-Apparatur, GefiBtyp 3, sehr groB. Der aktivierende Stoff im 
Blute und den Geweben ist also eine andere Aktivatorart als Glutathion. 
Cystein, Histamin und Histidin. 

MiBt man die aktivierende Wirkung des Stoffes mit der Boots 
apparatur von Roughton, so ist sie gréBenordnungsma%ig nicht starker 
als die der anderen Aktivatorgruppe. Wie sich der Rinderblutaktivator 
zu dem von Booth (31) festgestellten Hemmstoff im Blute von Sauge- 
tieren verhalt, ist noch unbekannt. Das Schweineblut soll besonders 
reich an Hemmstoff sein. Es hat aber auch einen groben Aktivator 
reichtum. 

Das Beispiel vom verschiedenen Verhalten der Aktivatoren zeigt 
besonders deutlich, welche groBe Bedeutung bei der Untersuchung 
der Wirksamkeit der Kohlensiureanhydratase die MeBmethoden haben 
und wie schwer Ergebnisse verschiedener MeBanordnungen vergleich- 


har sind. 








> 
ab 


am 


OTs 
in, 
ay- 

im 


ois 


cer 


tor 





Zur katalytischen Wirksamkeit der Kohlenséureanhydratase. 14] 


Zu den Unterschieden der Mefmethoden kommen die unter- 
schiedlich wirkenden Fermentlésungen verschiedenen Alters. Es hat 
sich herausgestellt, daB der Aktivator aus dem Rinder- und Schweine- 
blut als Stabilisator oder Schutzstoff fiir das Ferment wirkt, die andern 
Aktivatoren (Cystein usw.) aber nicht. Aus den Tabellen X und XI 
veht die Schutzwirkung des Blutaktivators hervor. 

Bei der Priifung dieser Wirkung geht man folgendermaBen vor: 
Aus einer 0,1° igen Fermentstammlésung wird eine Verdiinnung von 
|: 200000 hergestellt. Zu einem Teil davon fiigt man Blutaktivator 
(Rohpraparat) in einer Menge, die eine maximale Aktivatorwirkung 
verursacht. Die katalytische Wirksamkeit dieser beiden Lésungen wird 
sofort festgestellt und darauf werden sie bei etwa 0° aufbewahrt. In 
gewissen Zeitabstinden wird die Wirksamkeit dieser Lésungen wieder 
yepriift. Ferner wird gemessen, welchen Wirkwert man mit der ohne 
Aktivatorzusatz aufbewahrten Fermentlésung erhalt, wenn man nun- 
mehr kurz vor der Messung zu ihr Blutaktivator in der gleichen Kon- 
zentration wie oben hinzufiigt. Es zeigt sich eindeutig, daB diejenige 
Fermentlésung stets die héchsten Wirkwerte hat, zu der von Anfang 
an Blutaktivator hinzugefiigt worden war. 

LaBt man die Fermentverdiinnung 1/200000 einige Stunden 
(bis 1 Tag) zusammen mit neutralisiertem Cysteinhydrochlorid stehen, 
so daB auf 0,5 y oder 0,25 y Ferment 50 y Cystein kommen, so findet 
man bei der Messung mit dem Warburg-GefiB keinerlei aktivierende 
Wirkung des Cysteins. Es gibt entweder nur die Werte der FR. oder 


Tabelle X. Schutzwirkung des Aktivators aus Schweineblut auf 
stark verdiinnte Fermentlésungen. 
Dehydratationsmessung mit dem Warburg-GefaB Typ 3 bei 18°C. Ver- 
wendete Lésungen wie in Tabelle I. Fermentverdiinnungen 1/200000 her- 
gestellt aus einer 0,1° igen, 8 Wochen alten Fermentstammlésung. Der 
Aktivator aus Schweineblut wurde einem Teil der Fermentverdiinnung 
gleich bei der Herstellung zugesetzt (FAR.a), dem andern erst kurz vor der 
manometrischen Messung (FAR. hb). 





FAR. a FAR. b 
NR. FR. (Aktivator bei der Herstellung (Aktivator erst kurz vor dem 
der Fermentlésung zugesetzt) Messen hinzugesetzt) 


a) Frisch hergestellte Fermentverdiinnung 1/200 000. 


97 120 194 194 
b) Nach 3tagigem Stehen der Fermentlésung im Eisschrank. 
94 110,5 177 122.5 
ce) Nach 3% tagigem Stehen. 
94 108,5 176,5 125,5 
d) Nach 4 tagigem Stehen. 
94 109 180 130 


e) Nach 5tagigem Stehen. 
94 109 179 130 
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Tabelle XI. Schutzwirkung des Aktivators aus Schweineblut aut 
stark verdiinnte Fermentlésungen. 
Hydratationsmessung mit den Y-Réhrchen bei 0°. Fermentverdiinnung 
1/200000 aus einer 8 Wochen alten 0,1% igen Fermentstammlésung. 0,25 y 
Ferment. Versuchslésungen wie in Tabelle VI. Reaktionszeit in Sekunden. 





| FAR. a FAR. b 
NR. FR. | (Aktivator bei der Herstellung (Aktivator erst kurz vor dem 


| der Fermentlésung zugesetzt) Messen hinzugesetzt) 


50 y neutralisiertes Cystein als Aktivator. 
a) Frisch hergestellte Fermentverdiinnung 1/200 000. 


142 60 9 — 
b) Nach 2tagigem Stehen der Lésungen. 
142 88 60 5] 


Rohpraparat aus dem Schweineblut als Aktivator 
nach 3tagigem Stehen der Lésungen. 
142 117 28 75 


sogar noch etwas kleinere. Cystein hat hier also keine stabilisierende 
Wirkung. Es iibt im Gegenteil, was iibrigens auch etwas aus der Ta- 
belle XI hervorgeht, bei langerer Einwirkung (einige Stunden geniigen) 
auf das Ferment eine leicht hemmende Wirkung aus. Dagegen bleibt 
bei der Messung mit den Y-R6éhrchen auch bei langerem Stehen im 
Eisschrank eine kleine aktivierende Wirkung des Cysteins in der Mischung 
erhalten (Tabelle XI). Mit dem Warburg-GefiB Typ 2 aktiviert eine 
unmittelbar vor der Messung zugesetzte, frisch bereitete Cysteinlésung 
auch dann, wenn die Fermentverdiinnung 1/200000 schon 24 bis 
48 Stunden alt ist (vgl. Tabelle XII). Dagegen wirkt Cystein bei 
Messungen mit dem GefaBtyp 3 auf eine mehr als 24 Stunden alte 
Fermentlésung kaum noch aktivierend, auch in optimalen Mengen 

Oben wurde mitgeteilt, daB das ZweischenkelgefaB der Abb. 2 be 
groBer Amplitude der Pendelschiittelung und mafBiger Schiitte! 
geschwindigkeit das Ferment so schonend behandelt, daB es wirksamer 
ist als bei anderen manometrischen Versuchsanordnungen. Der Blut- 
aktivator aber ist hier relativ nicht so stark wirksam wie bei GefaBtyp 3 
(Tabelle XII), jedoch immer noch starker als Cystein usw. Offenbar 
braucht bei GefaBtyp 2 die Schutzwirkung des Blutaktivators nicht 
so stark in Tatigkeit zu treten wie bei GefaBtyp 3. Die verhaltnismabig 
geringe Wirksamkeit des Blutaktivators im Roughton-Boot kann 
vielleicht darauf zuriickgefiihrt werden, daB hier die Fermentschadigung 
so groB ist, daB auch die Schutzwirkung des Blutaktivators nicht meh: 
zur Geltung kommen kann. Auf dieser Schutzwirkung scheint es 
wenigstens teilweise, zu beruhen, daB dieser Stoff in weitgehend g 
reinigter Form im Warburg-GefiB 3 eine so grobe Wirkung besitzt, in 
den Y-Roéhrchen aber, in denen das Ferment bei der Messung seh 
schonend behandelt wird. eine so geringe. 
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Tabelle XII. Dehydratationsmessung mit dem Zweischenkel- 
gefaB der Warburg-Apparatur (Abb. 2) bei 15°C. 
In dem einen Schenkel 2cem m/10 NaHCO,, in dem andern 2 cem m/30 
Phosphatpuffer, py = 6,8. Fermentzusatz 0,5 y aus einer 6 Wochen alten 
0,1% igen Fermentstammlésung, die bei 0° aufgehoben wurde, als Ver- 
diinnung von 1/200000 24 Stunden vor der Messung hergestellt. Sehr groBe 
Amplitude der Pendelschwingung von 110—112 Doppelschwingungen pro 
Minute. Ausgleichszeit bei Stillstand 15—20 Minuten. — Die Zahlen der 
Tabelle sind die in den ersten 30 Sekunden frei gemachten CO,-Mengen in emm. 
(Dies muB beim Vergleich mit den Zahlen der Tabellen If bis V_ beachtet 
werden.) 





NR FR 2 FAR. (Cysteinhydrochiorid) _|| PAR. (Aktivator aus Schweine- 
ae : blut, Rohpriparat) 


40 » 80 ; 400 y 
82 158 173 179 182 200 
(FR.—NR.) -100 | (FAR.—FR.) - 100 
NR. FR.—NR. 
93 % 18,7°, 262% 30% 52,5 % 


Ob es sich bei der Aktivierung der Kohlensaéureanhydratase durch 
die beiden Aktivatorarten aber nur um ein verschieden starkes Wirken 
unter verschiedenen auBeren Bedingungen handelt, oder auch noch um 
eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts unter dem EinfluB der 
Zusatzsubstanz auf das Ferment, kann noch nicht gesagt werden. Es 
ware das letztere an sich denkbar. 

Meyerhof und Lohmann (34—38) konnten zeigen, daB die Gleich- 
gewichtslage des Ferments Aldolase durch verschiedene Faktoren beeinfluBt 
werden kann. Z. B. wurde gefunden, daB die Konstante des Gleichgewichts 
Hexosediphosphorséure —~ 2-Dioxyacetonphosphorsaéure durch Zusatz von 
0,007 mol. Mg als Magnesiumsalz von Ky,- 10-* = 1,6 auf K,,- 10-* = 0,65 
verschoben wurde. Weiterhin wird verschiedenfach berichtet, daB Inhibi- 
toren und Aktivatoren die eine Seite der Fermentkatalyse bevorzugt beein- 
flussen kénnten. 

Bei der Schwierigkeit der Messungen ist der Beweis in dem einen 
oder andern Sinne aber schwer zu fiihren. Die bisherigen Versuche 
sind noch unzulanglich. 


Zusammenfassung. 


1. Die MeBmethoden der katalytischen Wirksamkeit der Kohlen- 
siureanhydratase sind manometrische, welche die auftretende oder ver- 
schwindende CO,-Menge bestimmen, und nichtmanometrische, welche 
die Geschwindigkeit der pu-Verschiebung kolorimetrisch oder elektro- 
metrisch messen. Beide Arten weichen im gréBeren oder kleineren 
Grade von den physiologischen Bedingungen ab. 

2. Eine wesentiiche Rolle bei den manometrischen Methoden spielt 
die Schnelligkeit der Einstellung des Absorptionsgleichgewichts zwischen 
Gas- und Fliissigkeitsraum, die durch die Schiittelgeschwindigkeit, die 
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Amplitude der Schwingungen des Reaktionsgefifes und durch die 
Form des Gefaifes bestimmt wird. Zwar wachst mit zunehmender 
Schiittelgeschwindigkeit die Schnelligkeit dieser Einstellung, dadurch 
denaturiert aber auch rasch das FermenteiweiB. 

3. Es haben sich vor allem zwei manometrische Methoden bewahrt : 
a) Die Methode von Brinkman, Meldrum und Roughton mit dem Barcroft- 
schen Differentialmanometer und b) die von Leiner eingefiihrte Messung 
mit dem Warburg-Manometer. 

4. Bei den nichtmanometrischen Methcden fallt ein Gasraum fort 
und das CQ, ist bei der Hydratationsmessung von vornherein in der 
einen Reaktionsfliissigkeit gelést. Die eine dieser Methoden, die soge- 
nannte Brinkmansche Y-Réhrchenmethode, kommt den physiologischen 
Verhaltnissen ziemlich nahe, sie ist genau und hochempfindlich. 

5. Von den empfindlichen und genauen MeBanordnungen verdient 
keine den Vorzug vor der anderen, sie erginzen sich gegenseitig und 
sollten bei den Versuchen nebeneinander gebraucht werden. 

6. Fir die nichtmanometrischen MeBmethoden ist die Tatsache 
giinstig, daB eine ausgesprochene pu-Abhangigkeit der Fermentwirkung 
nicht besteht, wenn die Fermentkurve auf die Kurve der nichtkataly- 
sierten Reaktion als Nullinie bezogen wird. Beide Kurven laufen 
einander parallel und fallen mit zunehmendem pu. 

7. Die steigende Hemmung der Fermentkatalyse durch wachsenden 
CO.-Druck ist eine der Hauptursachen, warum die MeBergebnisse ver- 
schiedener MefSmethoden quantitativ verschieden ausfallen. Dic 
Hemmung ist bei einem CO,-Druck von 380 mm Hg vollstiindig. 

8. Die besonderen Bedingungen bei der Messung mit einem der 
benutzten GefaBtypen der Warburg-Apparatur (langsame C 0,-Diffusion. 
Fermentdenaturierung) erlauben, die Aktivatoren des Ferments in 
zwei Gruppen zu teilen, die unter diesen Bedingungen ganz verschieden 
stark aktivieren. a) Cystein, Glutathion, Histamin, Histidin u.a 
aktivieren in diesem Falle die Dehydratationskatalyse bei 0° und 15°C 
kaum. b) Ein hochmolekularer Stoff aus dem Schweine- und Rinder- 
blut dagegen wirkt dabei als starker Aktivator. Dieser letztere, in hoch- 
gereinigter Form, aktiviert aber sehr wenig die Hydratationskatalvse., 
wenn sie mit dem Y-Réhrchen bei 0° gemessen wird. 

9. Die starke Labilitét stark verdiinnter Fermentlésungen ist dic 
Ursache von in quantitativer Hinsicht stark verschiedenen Mel3- 
ergebnissen. Ihre katalytische Wirksamkeit sinkt schon in den ersten 
Stunden nach ihrer Herstellung. 

10. MaBig gereinigte Fermentpriparate kénnen weniger stark 
aktiviert werden als sehr weitgehend gereinigte. 

11. Der Blutaktivator iibt eine ausgesprochen schiitzende Funk- 
tion auf das Ferment in starker, wisseriger Verdiinnung aus. Dies 
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ist der Grund oder einer der Griinde, warum der Aktivator bei 
manometrischen Messungen, bei denen das Ferment wenig schonend 
behandelt wird, eine so starke aktivierende Wirkung besitzt. Die andere 
Aktivatorart besitzt diese Schutzwirkung auf das Ferment nicht. 

12. Eine so auffallende Temperaturabhangigkeit der Aktivator- 
wirkung, wie sie in der Literatur neuerdings behauptet wird, besteht 
nicht. 
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(ber die Stoffwechselwirkung der Porphyrine. 
Von 
Hedwig Sehiilke. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1941.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der weiten Verbreitung der Porphyrine erhebt sich die Frage. 
ob die Haufigkeit ihres Vorkommens auf ihrer zwangslaufigen Ent- 
stehung als Nebenprodukt des Hamoglobinstoffwechsels beruht, oder 
ob den Porphyrinen im Rahmen des gesamten Stoffwechselgeschehens 
velbst eine bestimmte Aufgabe zufallt. Aus verschiedenen Arbeiten 
wird ein EinfluB der Porphyrine auf einzelne Vorgange im intermediaren 
Stoffwechsel ersichtlich. Nach Hinsberg und Merten (1,2) bewirken die 
Porphyrine eine Vermehrung des EiweiBumsatzes sowie eine Stérung 
im Abbau N-freier Verbindungen. Es kommt zu einem Anstieg von ( 
und N sowie des Quotienten C:N im Harn. Thomas (3) sieht die 
physiologische Aufgabe der Porphyrine in einer Stimulierung der 
Hamatopoese, Beeinflussung des Calciumstoffwechsels sowie Hemmung 
verschiedener Enzyme. Die Beziehungen der Porphyrine zum inner- 
sekretorischen System werden von Hinsberg und Rodewald (4), Rode- 
wald (5) und Hiihnerfeld (6) erwahnt. Von den meisten Autoren 
wird die photosensibilisierende Wirkung der Porphyrine _ hervor- 
gehoben (7, 8,9, 10), sowie ihr EinfluB auf Darm, BlutgefaBe und 
Nervensystem. 

Da ein Einflu8 der Porphyrine auf den intermediaren Stoffwechsel 
durch verschiedene Arbeiten erhartet ist, haben wir uns die Frage vor. 
gelegt, ob es unter dem EinfluB der Porphyrine, eventuell im Zusammen- 
hang mit Belichtung, zu einer allgemeinen Steigerung oder Hemmung 
des Stoffwechsels kommen kénnte. Um diese Frage zu klaren, haben 
wir weibe Ratten mit Porphyrin (Photodyn) gespritzt, einen Teil der 
Tiere im Dunkeln, den anderen im Hellen gehalten und zeitweise der 
Bestrahlung durch Sonnenlicht ausgesetzt. Nachdem die Tiere ins- 
gesamt 5—50 mg Photodyn in einem Zeitraum von einer bis zu mehreren 
Wochen intragluteal bekommen hatten, wurden sie getétet und Atmung 
und Glykolyse an Gewebsschnitten von Leber, Milz und Nieren nach 
der Methode von Warburg bestimmt. Die Anwesenheit von Porphyrin 
im Gewebe konnte durch zum Teil starke Rotfluoreszenz der Organ- 
schnitte im Ultraviolettlicht nachgewiesen werden, ebenso zeigte der 
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Urin der Tiere das typische Porphyrinspektrum. Atmung, aerobe und 
anaerobe Glykolyse sowohl der hell als der dunkel gehaltenen Porphyrin- 
tiere unterschieden sich nicht nennenswert von Atmung und Glykolyse 
nichtgespritzter Normaltiere des gleichen Wurfes. Ebenso wurde die 
Gewebsatmung durgh direkten Zusatz verschiedener Porphyrine zur 
Ringerlésung nicht beeinfluBt, so daB sich eine Veréffentlichung dieser 
Versuchsprotokolle eriibrigt. Von Versuchen mit Darmschleimhaut 
haben wir Abstand genommen, obgleich bei der bekannten Tonus und 
Peristaltik steigernden Wirkung von Porphyrin auf den Darm eine 
Steigerung der Atmung méglich ist. 

Da der komplizierte Stoffwechsel des Warmbliiters offensichtlich 
wu gut ausbalanciert ist, um durch die Zufuhr von Porphyrinen nennens- 
wert beeinfluBt werden zu kénnen, haben wir es versucht, eine Stoff- 
wechselwirkung an einfachen, einzelligen Lebewesen nachzuweisen. 
Zu diesem Zweck wahlten wir die Hefe und haben unsere weiteren 
Versuche an der uns vom Institut fiir Gairungsgewerbe, Berlin, freund- 
lichst zur Verfiigung gestellten Hefe M. einer obergérigen Brauereihefe, 
durchgefiihrt. 

Teehnik der Warburg-Versuche 
fin Anlehnung an Fink (11)}. 


Wenig Hefe wurde mit reichlich 0,5 %igem Monokaliumphosphat nach 
Sorensen gewaschen und zentrifugiert, dann wurde mit der gleichen Phosphat - 
lésung eine Hefesuspension von bestimmtem Gehalt an Trockensubstanz 
hergestellt. In die Atmungstrége der Warburg-Manometer kamen je 0,5 cem 
der Hefesuspension und bei der indirekten Methode 3,0 und 8,0 cem Nahr- 
lésung (5 %ige Saccharose und 0,5 %iges KH,PO, nach Sorensen), bei der 
direkten Methode 2,0 cem Nahrlésung und in den Einsatz 0,2 cem 10 %ige 
KOH. Als Kontrolle diente ein Manometer mit 3,0—5,0 cem Nahrlésung. 
Durchstr6mung mit einem Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO, bei der 
indirekten, mit reinem O, bei der direkten Methode. Einsetzen der Mano- 
meter in einen Thermostaten bei 25°C, Schiitteln bis zum Temperatur- 
ausgleich und Herstellung des Absorptionsgleichgewichtes, dann alle 
15 Minuten Ablesung der Druckinderung bei konstantem Volumen. Da 
eine Belichtung wihrend der Atmungsversuche wegen der dabei entstehenden 
Temperaturinderung und der Absorption eines groBen Teiles der wirksamen 
Strahlen durch Wasser und Glas nicht méglich war, haben wir bei den 
Bestrahlungsversuchen die gewéhnliche und die mit Porphyrin versetzte 
Hefesuspension direkt vor Ansetzen des Versuchs in Quarzréhrechen mit 
einer Quecksilberdampflampe (Hanau) 4 Minuten in 50cm Abstand be- 
strahlt. In einem Parallelversuch wurde dann die Atmung der bestrahlten 
und der unbestrahlten, normalen und mit Porphyrin versetzten Hefe- 
suspensionen untersucht. Berechnung der Versuche in der iiblichen Weise. 
Die veréffentlichten Kurven sind Durchschnittswerte aus verschiedenen 
Versuchen, die alle auf den gleichen Ausgangswert fiir Normalhefe Qo, = 25 
umgerechnet wurden. 


Bei Zusatz von Photodyn zu der Zucker-Phosphatlésung zeigte es 
sich nun, daf kleine Porphyrinmengen die Atmung steigern, wahrend 
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starkere Konzentrationen hemmend wirken bis zur vol!standigen Auf.- 
hebung der Atmungsfunktion. Abb. 1 zeigt einige typische Beispiele 


aus einer gréBeren Reihe von Versuchen. DaB aber selbst die atmungs. 
steigernde Wirkung der niedrigen Porphyrinkonzentrationen nicht ohne 
weiteres im giinstigen Sinne gedeutet werden kann, ergaben Versuche 
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Abb. 1. 


den [1L-Isomeren angestellt. 


mit Hefekulturen, die mit einer 
gewOhnlichen Nahrlésung nach 
Fink und das andere Mal mit 
der gleichen Nahrlésung unter 
Zusatz von 0,5 mg% Photodyn 
angesetzt wurden. Wahrend bei 
der Normalkultur die Zahl der 
mit Methylenblau fairbbaren, also 
der abgestorbenen Zellen, im 
Durchschnitt 19° betrug, wur- 
den in den Photodynkulturen 
im Durchschnitt 46% Methylen- 
blauzellen gezahlt. 

Neben diesen Versuchen mit 
dem unphysiologischen Photedyn 
haben wir weitere Versuche mit 
dem natiirlich vorkommenden 
Kopro-und Uroporphyrin, und 
zwar sowohl mit den I- als auch 


Hierbei war uns vor allem daran gelegen, 


Niheres iiber die photosensibilisierende Wirkung der Porphyrine zu 
erfahren. Im Verhalten der einzelnen Porphyrine zeigt sich nun ein 














Hefe + Koproporphyrin + Uroporphyrin 
9%, ee. ee See -——-——_— r x ——— 
30 | ca 
unbestrahi/t i bestrahlt 
od BE 4 ; on + iencenicnaonil ¢\ no j | 
| | | 
20} > | 
15 | 
10 
5 hactenich 








0 B&B 0 © 8 


deutlicher Unterschied. 


} 
%§ 9 Min. 0 
Abb. 2. 


S 30 6 1% 90 5Min 


In 1,0 mg®,iger Lésung hat das Kopropor 
phyrin weder unbestrahlt noch nach Bestrahlung einen nennenswerten 
Einflu8 auf die Atmung der Hefezellen, Uroporphyrin bewirkt in der 








tek ee” Bie. Ree - oe eee 


Auf. 
iele 
igs- 
hne 
che 
iner 
ach 
mit 
iter 
Lyn 
bei 
der 
so 
im 
ur- 
ren 
en- 


nit 
lyn 
nit 
len 
ind 
ich 
en, 
mM 
>in 


rT 
2 Of] 








Uber die Stoffwechselwirkung der Porphyrine. 149 


gleichen Konzentration eine mabige Atmungshemmung, die nach Be- 
strahlung noch ausgesprochener wird (Abb. 2). Abb. 3 zeigt die gleichen 
Verhaltnisse noch deutlicher bei Verwendung der gleichen Porphyrine 
in 2mg°%iger Lésung. Die Versuche bestitigen die an sich bekannte 
Tatsache, daB Uroporphyrin starker photosensibilisierend wirkt als 




















0 % 30 Y¥§ CO %% 9Mn 0 § 30 VY 60 % S90Min 
Abb. 3. 


Koproporphyrin. Eine unterschiedliche Wirkung der I- und IIL1-Iso- 
meren JaBt sich aus unseren Versuchen nicht ablesen, so da wir die 
von £. Mertens (12) aufgestellte Behauptung von der starker licht- 
sensibilisierenden Wirkung der I-lsomeren bei Hefe nicht bestatigen 
kénnen. DaB bei unseren Versuchen der Unterschied zwischen den 
bestrahlten und den unbestrahlten Porphyrinen nicht noch gréber 
ist, liegt wohl datan, daB sich auch bei schne!!lstem Arbeiten im nur 
maBig erleuchteten Laboratorium eine geringe Lichtwirkung auch bei 
den unbestrahlten Hefesuspensionen nicht ganz ausschlieBen ‘abt, 
wahrend unter den gewahlten Versuchsbedingungen bei den be- 
strahlten Lésungen der Versuch erst einige Minuten nach AbschiuB 
der wirksamen Ultraviolettbestrahlung einsetzte. 


Zusammenfassung. 


Beim Warmbliiter ]aBt sich eine direkte Einwirkung von Por- 
phyrinen auf den Stoffwechsel an der Atmung und Glykolyse von 
Gewebsschnitten nicht nachweisen. Beider Hefe wird die Atmung durch 
Zusatz von niedrigen Porphyrinkonzentrationen gesteigert, durch hohere 
Konzentrationen gehemmt. Die Wirkung wird durch Bestrahlung mit 
Ultraviolettlicht verstarkt und ist bei Uroporphyrin am deutlichsten. 
Die verschiedenen lsomeren verhalten sich in ihrer photosensibilieren- 
den Wirkung gleich. 

Die Untersuchungen wurden vom Herbst 1937 bis Sommer 1938 mit 
Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt, der ich 
auch an dieser Stelle meinen Dank sage. 


10* 
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Die Veriinderung der Vitamin C- und kalorischen 
Wertstoffgehalte bei deutschen Erdbeersorten 
unter dem Einflu®B schiénen und schlechten Wetters. 
Von W. Sehuphan. 

(Aus dem Institut fiir Gemiisebau, GroBbeeren, der Versuchs- und Forschungs- 
anstalt fiir Gartenbau in Berlin-Dahlem. ) 

(Eingegangen am 1. Dezember 1441.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Unlangst konnten wir an dieser Stelle eine eindeutige Abhangigkeit 
der chemischen Zusammensetzung der Pflanze von ihrer sortenmabigen, 
also erblichen Bedingtheit nachweisen (1). Das gleiche galt fiir die 
Standortfaktoren Klima und Beden (1), wie spater auch in anderen 
Arbeiten bestatigt wurde (2) (3). Die vorliegende Untersuchung hatte 
urspriinglich nur die Erfassung sortenmaBiger Unterschiede im biologi- 
schen Wert } zum Gegenstand, jedoch erwies sich der Einbezug klima- 
tischer Einfliisse zur Klarstellung der Befunde als unbedingt ndétig 

Die Sortenuntersuchung am Erdbeersortiment erfolgte 1941 im 
Rahmen ahnlicher Versuche mit Gemiisesorten, die vor einigen Jahren 
eingeleitet, mittels chemischer Analysen sortenbedingte Unterschiede 
im biologischen Wert aufzeigen sollten. Derartige bisher unverdéffent - 
lichte Ergebnisse liegen fiir 13 Gemiisearten als ein- oder mehrjahrige 
Untersuchungen vor und brachten iiberaus interessante und tei!s ganz 
bedeutende Unterschiede im Wertstoffgehalt. Auf Grund dieser Befunde 
lag es nahe, auch die Erdbeere in die Untersuchungen einzubeziehen. 
Da zur méglichst langfristigen Belieferung des Marktes mit frischen 
Friichten Erdbeersorten mit verschiedenen Reifezeiten erwiinscht sind, 
muBten sich die Untersuchungen auf einen gewissen Zeitraum erstrecken. 
um alle bekannten Sorten, von der frithesten bis zur spatreifenden zu 
erfassen. 

Untersucht wurden 13 Sorten, die aus einem Sortenversuch des 
Instituts fiir Obstbau der Universitat in Berlin-Dahlem stammten? und 
nachstehend in ihrer Reifefolge aufgezahlt sind: 


1. Deutsch Ewern 5. Hansa 9, Karnten-Steiermark 
2. Flandern 6. Johannes Miiller 10. Rotkappchen 
3. Sieger 7. Mieze Schindler 11. Oberschlesien 
4. Eva Macherauch 8. WeiBe Ananas 12. Mme. Moutdt 


13. Spate von Leopoldshall 


' Unter ,.Biologischer Wert‘: wird die Gesamtheit von Nahr- und Wirk- 
stoffen verstanden, die den gesundheitlichen Wert ausmachen. 2 Das 
Untersuchungsmaterial stellte mir der Direktor des Instituts fiir Obstbau, 
Herr Prof. E. Kemmer, in dankenswerter Weise zur Verfiigung. Ebenso habe 
ich ihm fiir die Uberlassung von Kultur- und Klimadaten bestens zu danken. 
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Die Sorten 2—5 und 11 befanden sich in einem gréBeren Vergleichs- 
versuch. Die wichtigsten Angaben dieses Versuchs sind der Tabelle | 
zu entnehmen. 

Wie Tabelle 1 zeigt, handelte es sich um Erdbeeren aus einer erst 
einjahrigen Anlage, die naturgemaB im Ertrag hinter einer zweijahrigen 
zuriickb'eibt. Normalerweise diirften die Ertraige in nachstehender 
Reihenfolge liegen: 1. Eva Macherauch, 2. Flandern, 3. Sieger, 4. Ober 
schlesien und 5. Hansa. Dabei wiirden die ersten zwei Sorten in der 
Erntemenge etwa gleichwertig sein (4). Da sich die Wertstoffunter 
suchungen auf Friichte der einjahrigen Anlage bezogen, sind Angaben 
iiber den zeitlichen Verlauf der Ertrage im Jahre 1941 ebenfalls er- 
wiinscht (s. Abb. 1). 
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Abb. 1. Ertragsverlauf der Erdbeersorten. 


Die Darstellung 1 ist deshalb recht interessant, weil sie den Ertrags- 
charakter der einzelnen Sorten gut veranschaulicht. Die Sorte ,.Flan- 
dern’’ setzt mit der Reife friih ein, der Ernteverlauf ist ein fast 
geradliniger bei relativ steilem Anstieg. Dagegen verlaufen die Sorten 
..Eva Macherauch* und ,.Hansa‘ ertraglich zwar sehr geradlinig 
jedoch zeigt die Kurve, iibrigens auch bei .,Sieger“*, nur einen flachen 
Anstieg. Sehr steil bei verhal!ltnismaBig hohem Gesamtertrag steigt 
die Kurve bei ,,Oberschlesien** an. Dies bedeutet eine verhaltnismabig 
kurze Erntezeit. An den einzelnen Erntetagen fallt eine hohe Ertrags 
menge an. Fiir die Verwertungsindustrie mit groBer Verarbeitungs 
kapazitat diirfte eine Sorte mit derartigen Eigenschaften erwiinscht 
sein. Auch die Ausnutzung der Arbeitskrafte innerhalb eines Ernte 
ganges auf dem Feld ist durch diese Sorteneigenschaft vorteilhafter. 
Ob allerdings die Ertrage der vorgenannten Sorten in den spateren 
Erntejahren gleichsinnig verlaufen, ist — wenigstens fiir ,,Eva Mache- 
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rauch™ und ,,Sieger™’ nicht ohne 
weiteres anzunehmen. Dies diirfte 
daraus gefolgert werden, dab in 
nachfolgenden Ertragsjahren die 
Erntemengen dieser beiden Sorten 
erheblich héher liegen und z. B. bei 
..Eva Macherauch™ die Mengen der 
Spitzensorten erreichen (4). Der 
jeweilige Witterungsverlauf  wirkt 
sich tibrigens gleichfalls, jedoch 
weniger stark auf den zeitlichen Ab- 
lauf und die Héhe der Ertrage aus. 

Die Untersuchung des_biologi- 
schen Wertes von Erdbeersorten 
war Hauptziel der Arbeit. Neben 
der Trockensubstanz sollten  As- 
corbinséiure, Zucker (Mono- und 
Disaccharide), Gesamt-N, Eiweib-N, 
Gesamtsadure. sowie die Lichtdurch- 
lassigkeit des Fruchtfiltrats (als 
MaBstab fiir die Intensitat der 
Fruchtfarbe) analytisch ermittelt 
werden. Geschmackspriifungen er- 
giinzten dabei die chemisch-physi- 
kalischen Bestimmungen, da_ be- 
kanntlich sinnesphysiologische Prii- 
fungen allein infolge ihrer Unzu- 
verlassigkeit wissenschaftlich wenig 
brauchbar sind. Die analytischen 
Bestimmungsmethoden seien kurz 
angefiihrt : 


1. Ascorbinsdure. 

Die Bestimmung erfolgte nach der 
von M. Ott (5) beschriebenen modi- 
fizierten Tillmanschen Methode. Ab- 
weichend hiervon wurde jedoch nicht 
2-, sondern 5 °jige Metaphosphorsiure 
verwendet. 


2. Zucker. 

25 g Fruchtbrei in 0,5 Liter Stoh 
mann-Kolben 1 Stunde — schiitteln. 
Dann aufgefiillt durch Faltenfilter ge- 
geben. 100 cem Filtrat im Becherglas 
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auf kochendem Wasserbad 10 Minuten lang erwairmen, dann mit 5 cem 
30 °iger Bleiacetatlésung versetzen und nach weiteren 5 Minuten mit 5 cem 
kaltgesittigter Na,SO,-Loésung fallen, filtrieren und auf 250 cem auffiillen 

a) Monosaccharide. 50cem des Filtrats mit Fehlingscher Lésung I (34,6 ¢ 
CuSO, auf 500 cem H,O) und IT [173g Seignettesalz + 100cem NaGH (516g 
NaOH in 1000 cem H,O) auf 500 com H,O] 3 Minuten kochen, kalt filtrieren, 
auswaschen und Filter in Erlenmeyer-Kolben mit 25 cem Ferrisulfatschwetel- 
siure (50g Fe,SO,-9H,O + 200 cem konz. H,SO, auf 1 Liter H,O) 
iibergieBen und zugestopft stehenlassen. Am niachsten Morgen — friihestens 
nach 4 Stunden 100 com Wasser zusetzen und mit n/10 K MnO, titrieren. 

b) Gesamtzucker, 50 ccm des Filtrats + 2'),eem 5% ige HCI 10 Mi 
nuten auf kochendem Wasserbad halten. Dann neutralisieren mit NaOH 
und hernach wie unter a). Durch Differenzhildung zwischen Gesamtzucker 
und Monosaccharidwerten werden die Disaccharide erhalten. 


3. Gesamt-N. 

Hier wurde der bereits trither (6) beschriebene StickstoffschnellaufsehluB 
angewandt, Statt des sehr teuren Perhydrols kann 30 gew.°oiges H,O, ver 
wendet werden. 

1. HiweiB-N. 

Auch diese Bestimmung, die in einer Fallung mit 1 %igem Tannin 
besteht, ist bereits an anderer Stelle (6) beschrieben. AnschlieBend erfolgt 
der unter 3. angegebene N-SchnellaufschluB mit H, O,. 


5. Sduren. 
50 cem frischen Fruchtbrei mit n/20 NaOH bei Verwendung von 
Phenolphthalein als Indikator titrieren. Der gefundene Wert wird in ver- 
brauchten cem-Mengen an n/20 NaOH angegeben. 


6. Lichtdurchlassigkeit. 
100 g Fruchtbrei mit H,O auf 1000 cem aufgefiillt, mit 5cem Toluol 
versetzt tiber Nacht stehengelassen. Am folgenden Tag durch Faltenfilte: 
gegeben. Filtrat in 2 cem-Kiivette im Pulfrich-Photometer nach Zeiss untei 


Benutzung des Filters 8 47 auf Lichtdurchlassigkeit gepriift. Abgelesene 


Werte geben die Lichtdurchlissigkeit in °% gegeniiber H,O an. 

Zur Methodik ist noch zu sagen, daB je Sorte etwa 1/, kg zur Er- 
zielung einer guten Mischprobe ausgewahlt wurde. Diese Menge ent- 
sprach je nach Sorte einer Zahl von etwa 20 bis 40 Stiick. Im einzelnen 
zeigt die folgende Aufstellung diejenige Stiickzahl mit dem_ ent- 
sprechenden Stiickgewicht, die bei einer etwa 1/,kg schweren Probe 
zur analytischen Untersuchung ermittelt wurde: 








al Stiick- a Stiick- 
Stiickzahl * Stiickzahl i 
ete gewicht Sorte gewicht 
je 1, kg je 1/, kg 
1. Flandern ...... 39 12,0 g a eae 8S 12,2 x 
De eS es 35 13,4 g 5. Oberschlesien . 18 25,5 
3. Eva Macherauch 30 14,9 g 
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,Oberschlesien” tiberragt gewichtsmaBig alle anderen Sorten bei 
weitem. Auf dem Lichtbild (Abb. 2) kommt iibrigens die natiirliche 
GréBe dieser Sorte keineswegs zum Ausdruck. Von den restlichen vier 
angefiihrten Sorten steht ,.Eva Macherauch* an der Spitze. 

Bei Beurteilung der Marktgingigkeit von Erdbeeren spielt neben 
der Versandfestigkeit vor allem auch die Firbung eine Rolle. Ein 
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Abb. 2. 


dunkles Rot bevorzugt der Markt. Auch der Geschmack, der im wesent - 
lichen eine Funktion von Zucker- und Sauregehalt ist, beeinfluBt die 
Marktgiite. Eine sehr zuckerreiche Sorte mit bescheidenem Saure- 
gehalt ist erwiinscht, eine solche mit iiberwiegendem Sauregehalt gilt 
als wenig wertvoll. Durch den Zuckergehalt wird gleichzeitig ein Teil 
des biologischen Wertes der Erdbeere bedingt. Neben den kalorisch 
bedeutsamen Zuckermengen ist jedoch das nichtkalorische Vitamin ( 
der alles tiberragende Wertstoff der Erdbeere. Dariiber diirfte folgende 
Aufstellung aus einer anderen Arbeit (7) AufschluB geben: 








Ascorbinsiiure- Ascorbinsiure- 

Obst- baw. Obst- bzw. ; 

Gemiiseart Bnew A Gemiiseart = — 
Na ies ¢hawiexw es 2—6 Griine Erbsen ....... 28,8 
rota icae ote ee 4 .) eae 24,0 
Seer 8—13 ere 5-9 
Paprika ......... Ste 163,6 arg tiated ati “y 
ee gers ae 70,0 “ina ss Util Sania peat a 
WeiBkohl ............ 60—70 Erdbeeren ........... 35. 100 
Petersilienwurzel ...... 31,8 (s. weiter unten) 
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Wie aus den Tabellen Il und III bzw. der Abb. 4 hervorgeht, 
schwankt der Ascorbinsiuregehalt der Erdbeeren je nach Sorte und 
Erntezeitpunkt zwischen 35 und 100 mg®%. Bei Annahme, der tagliche 
Vitamin C-Bedarf des Menschen betrage die Maximalmenge von 50 mg, 
wiirde mit 50 g frischen Erdbeeren der Sorte ,,.Eva Macherauch* véllige 
Deckung erzielt werden. 

Trockensubstanz =I. 
Sdure=5. 
ss CD Monosaccharide Z 
; © Disoccharile | 2ucker=Z 
ES SiweiB-N, Gesamf-N=N 
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Abb. 3. Trockensubstanz-, Zucker-, Siiure- und Eiweib-N-Gehalte bei zeitlich verschieden 


geernteten Erdbeersorten. 


Bei Betrachtung der Zucker- und Sauregehalte (Tabellen LI und Il 
bzw. Abb. 3) fallt die unterschiedliche Héhe je nach dem Erntezeitpunkt 
auf. Das gleiche ist beim Ascorbinsiuregehalt zu beobachten. Diese 
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Abb. 4. Trockensubstanz- und Ascorbinsiuregehalte bei zeitlich verschieden geernteten 
Erdbeersorten. 





bemerkenswerte Tatsache erfordert eine begriindete Klarstellung. Es 
fiel auf, daB die Erdbeeren (1. Gruppe) ,,. Deutsch Ewern“, ,,Flandern“, 
_, Sieger“ und ,,Eva Macherauch* im Vitamin C-Gehalt und im Zucker- 
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Tabelle IV. Ascorbinsauregehalt einiger Erdbeersorten. 
& a 





Trocken- Ascorbinsiure Se 
Borte substanz in mg% des in mg% des 
o% Frischgewichtes Trockengewichtes 

Johannes Miller ................ 9,86 55,71 565,0 
Mieze Schindler ................. 10,29 55,33 537,7 
ee ccs cata as 12,61 50,16 397,8 
ne one Par 10,75 53,43 497,0 
DEMOTION SS ot kssad a Od oO 9,16 45,98 502,0 


gehalt zum Teil bedeutend héher, im Sauregehalt niedriger lagen als 
die 8 Tage spiter geernteten Sorten (2. Gruppe) .,Hansa‘, ,,.Karnten 
Steiermark™, ,.Oberschlesien®’ und ,,Spate von Leopoldshall*. Hier nur 
eine sortenbedingte, also erbliche Verschiedenheit herauslesen zu wollen, 
schien deshalb abwegig. weil die Sorten beider Erntegruppen in sich 
tendenzmasige Ubereinstimmungen, aber eine scharfe Absetzung von 





“8 o——« Temperaturen in Relativwerten Tagesmittel) yf ie 
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Abb. 5. Die Witterung vor und wiihrend der Erdbeerernte. 





Gruppe zu Gruppe zeigten. Die durchweg geringeren Trockensubstanz 

gehalte der 2. Erntegruppe wiesen auf eine gewisse Beeinflussung de- 
Wasserhaushalts der Pflanze, etwa durch Niederschlage, hin. Ein Blick 
auf die Abb. 5, die ttber das vor und wahrend der verschiedenen Erd 
beerernten herrschende Wetter Auskunft gibt, zeigt folgendes: 8 Tage 
lang herrschte bis zum Eintritt der ersten Ernte sonnige, véllig nieder 
schlagfreie Witterung mit stetig stéigenden Temperaturen!. Die 

ernteten Friichte aller vier Sorten wiesen hohe Ascorbinsaure-, Zucker 
und Trockensubstanz- und geringe Séuregehalte auf. Ein sehr siiBer Ge 
schmack wurde gefunden (vgl. Tabelle V). Einen Tag nach der erfolgte: 
ersten Ernte setzten Regenfiille ein, die sich in dem anschlieBendem Zeit 


' Aus begreiflichen Griinden kénnen die tatsachlichen Klimawert: 
nicht angegeben werden. 
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raum bis zur zweiten Ernte in erheblichem Ausma8 bei tiefen Tempera- 
turen fortsetzten. Die Erntezeit (zweite Ernte) lag somit in einer Spanne 
von fiir die Fruchtreife héchst ungiinstigen Witterungsbedingungen. 
Als Ergebnis zeigt sich im biologischen Wert eine starkere Depression 
in den Ascorbinséure-, Zucker- und Trockensubstanzgehalten und eine 
unerwiinschte Erhéhung der Saure, die auch geschmacklich bemerkt 
wurde (vgl. Tabelle V). Die EiweiB-N-Gehalte, die im iibrigen infolge 
yeringer Héhe wenig Bedeutung haben, lassen dagegen kaum eine 
irgendwie geartete Tendenz erkennen. Daf die in den Darstellungen 
zam Ausdruck gebrachten Unterschiede im biologischen Wert der ersten 
und zweiten Ernte physiologisch nicht allein iiber die Veranderung des 
Wasserhaushalts der Friichte erk!art werden kénnen, wird dann deutlich, 
wenn die in den Tabellen II und III angefiihrten, auf Trockengewicht 
berechneten Wertstoffgehalte beriicksichtigt werden. Auch hierbei 
zeigt sich ein klarer Unterschied beider Gruppen. 


Tabelle V. Zucker: Séureverhaltnis in Beziehung zum Geschmack. 





Quotient Geschmacks- 
Sorten Zucker : Sdure zahl Gescbmacksbefund 
(ZS) ((Z)S) + Z) 
1. Deutsch Ewern ..... 2,27 8,83 sehr siiB 
2. Flandern ........... 2,13 8,27 Sitch 
oe Cre 2,30 8,28 “eer 
4. Eva Macherauch .... 2,69 9,38 sehr siiB (beste im Ge- 
schmack) 

ee ee ee ee reer ae 1,67 6,65 aromatisch-herb 
6. Karnten-Steiermark . . 1,63 6,44 fade 
7. Oberschlesien ....... 1,26 5,25 siiBlich bis fade 
8. Spaéte von Leopoldshall 1,53 6,48 sauerlich-herb 


Die Sorten der dritten Ernte (Sondergruppe) zeigen zwar gruppen- 
maBig gesehen noch immer eine starke Depression! gegeniiber der 
ersten Ernte. Sie lassen aber vor allem durch héhere Trocken- 
substanzgehalte — erkennen, daB sie eine gewisse ,,Erholung* infolge 
besseren Wetters zu verzeichnen hatten. Es mu allerdings der Vor- 
behalt gemacht werden, daB streng genommen ein Vergleich ver- 
schiedener Sorten zu verschiedenen Erntezeiten unstatthaft ist. Da 
wir aber nicht Einzelsorten, sondern Sortengruppen miteinander ver- 
glichen haben, diirften die Folgerungen, die wir oben gezogen haben, 
eine gewisse Berechtigung haben. Dies um so eher, als experimentelle 
Befunde an Paprika in GroBbeeren zeigen konnten, dap die Witterung, 
vor allem anhaltendes Regenwetter, den Ascorhinsduregehalt ganz erheblich 
herabzusetzen vermag. 


' Bei der Sondergruppe handelt es sich u.a. um neuere Sorten, von 
denen nur Ascorbinséiure- und Trockensubstanzbestimmungen gemacht 
wurden. 
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Der Vergleich zwischen den Sorten hat gezeigt, daB ,,.Eva Mache- 
rauch* im Hinblick auf den biologischen Wert die weitaus wertvollste 
Sorte ist. Es folgen ,,Sieger‘‘ und ,,Flandern‘‘. In der 2. Gruppe zeichnet 
sich ,,Karnten-Steiermark*: gegeniiber ,,Hansa‘‘ und ,,Oberschlesien’ 
aus. ,,Oberschlesien“: fallt vor allem im Zuckergehalt starker ab. In 
der Sondergruppe zeigt sich eine relativ hohe Ausgeglichenheit zwischen 
den Sorten. Die am Ende der zweiten Ernteperiode gepfliickte und unter- 
suchte Spatsorte ,,Spate von Lepoldshall‘ fallt durch geringsten Ascorbin- 
siuregehalt auf. Sie ist als rein weibliche Sorte bekannt (4). Es mag noch 
eine Betrachtung tiber Geschmacksbefunde im Vergleich zum Analysen 
ergebnis sowie iiber die Lichtdurchlassigkeit des Fruchtbreifiltrats 
als MaBstab fiir die Fruchtfarbe folgen. In der Tabelle V ist zunachst 
der Quotient von prozentualem Zuckergehalt und ccm-Wert de 
Saure (Z/S) errechnet, um zu einein Vergleich zur Geschmackspriifung 
zu gelangen. Der Wert Z/S kann in dieser Form mitunter zu irrigen 
Ergebnissen fithren. Es ist z. B. denkbar, daB in einem Versuch die 
analytischen Werte 6 (Z) und 3 (S) sowie 4 (Z,) und 2 (S;) anfallen, die 
beide den Quotienten 2 ergeben. Um hier den Wert in geschmacklich 
erwiinschter Richtung, nimlich im Zuckergehalt zu priizisieren, ist zu 
den erhaltenen Quotienten der Wert des prozentualen Zuckergehalts zu 
addieren. Es ist somit die Geschmackszahl der Erdbeere, wie wir sic 
nennen wollen, (Z/S) + Z ein Wert, der den erwiinschten Ma8stab zum 
Geschmacksbefund ergeben kann, zumal da die Geschmacksergebnisse 
mit einer allerdings wenig begriindeten Ausnahme (Oberschlesien 
summarisch parallellaufen. Es zeigt sich, daB die héchste Geschmacks. 
zahl (9,38) bei der Sorte ,,Eva Macherauch* gefunden wurde. Bei ih: 
wurde auch bester Geschmack ermittelt. Der ungiinstigste Geschmack 
ein wasseriger, siiBlich-fader, konnte bei ,,Oberschlesien“ mit de! 
Geschmackszahl 5,25 gefunden werden. Beim Zuckergehalt von ,,Ober 
schlesien“ fallt auf, daB bei sehr geringem Gesamtzuckergehalt ein 
nur beim Gemiise erwiinschter, geschmacklich besonders hervortretender 
Disaccharidgehalt den héchsten Wert aller Sorten erreicht. Hiervon 
kénnte der siiBliche, aber wenig angenehme Geschmack von ,,Ober- 
schlesien“ herriihren. In Friichten tritt jedoch allgemein die Fructose. 
ein Monosaccharid, besonders stark auf und ist daher geschmacklich 
ausschlaggebend. Wir finden deshalb bei getrennter Betrachtung der 
drei Ernten eine auch geschmacklich zu kontrollierende Wertabstufuny 
zwischen den Sorten im Monosaccharidgehalt, und zwar ausgedriickt 
durch den Begriff ,,.Monosen in % des Gesamtzuckers“. ,,Eva Mache 
rauch“ besitzt als geschmacklich wertvollste Sorte héchsten Gehalt an 
Monosacchariden (98,1°%), die entsprechende geringwertige ,,Obe: 
schlesien‘’ hat innerhalb der zweiten, aber auch bei Beriicksichtiguny 
aller Ernten, den tiefsten Wert (84,5 °%). 








wche- 
iste 
-hnet 


sien* 
ye: dn 
chen 
nter- 
rbin- 
noch 
ysen- 
trats 
ichst 
der 
funy 
rigen 
l die 
, die 
klich 
st Zu 
ts zu 
r sie 
Zum 
nisse 
sien 
icks- 
i ihr 
ack, 

det 
ber 

eln 
nder 
rvon 
Yber- 
tose, 
slich 
der 
funy 
iickt 
che 
t an 
ber 
runy 











Veranderung des Vitamin C-Gehalts bei deutschen Erdbeeren usw. 16] 


Die Bestimmung der prozentualen Lichtdurchlassigkeit als MaBstab 
fiir die Farbtiefe der Friichte ergab bei den dunklen und intensiv roten 
Sorten ,,Eva Macherauch*, ,,Hansa‘ und ,,Sieger die giinstigsten 
Werte (vgl. Tabellen Il und ILI). Bei gleichen Witterungsbedingungen 
zwischen der ersten und zweiten Ernte diirfte vielleicat die sehr dunkle 
Hansa‘ an erster Stelle gestanden haben. Dies kann mit gewisser 
Berechtigung aus der durch starke Niederschlage bedingten Erhéhung 
des Wassergehalts der Friichte bei den Sorten der zweiten Ernte ge- 
folgert werden. 

Zusammenfassung. 

Die Ergebnisse seien nochmals kurz zusammengefaBt : 

1. Die Befunde beziehen sich auf 13 Erdbeersorten des gleichen 
Standortes und bei 5 Sorten auch auf gleiche Diingung und Kultur- 
behandlung. Von letzteren liegen Ertragszahlen und weitgehende 
chemische Ergebnisse vor. Es ist zu beriicksichtigen, daB es sich um 
eine Erdbeeranlage im ersten Jahr handelt. 


2. Die Ertrage im ersten Ertragsjahr sind am héchsten bei den 
Sorten ,,Flandern’* und ,,Oberschlesien‘. Dann folgen ,,Sieger‘, ,,Eva 
Macherauch* und ,,Hansa‘*. In den folgenden Jahren diirften die 
Ertrage erfahrungsgemaB in folgender Reihe liegen: ,, Eva Macherauch“, 
..Flandern’, ,,Sieger**. Diese Sorten wiirden dann alle etwa gleich 
hohe Ertrage erreichen. Im weiteren Abstand diirfte ,,Oberschlesien‘ 
folgen, ,,Hansa‘* dagegen wiirde stark zuriickfallen. 


3. Im biologischen Wert, ausgedriickt in Gehalten an Ascorbin- 
siure, Zucker, Saure, EiweiB-N zeigte die Sorte ,,.Eva Macherauch‘ 
das giinstigste, ,,.Oberschlesien‘‘ das schlechteste Ergebnis des Fiinf- 
sortenversuchs. AuBerhalb dieses Versuchs erreichte keine Sorte auch 
nur annihernd die Werte von ,,Eva Macherauch“. Den geringsten 
Ascorbinsauregehalt aller Sorten besitzt die ,,Spiate von Leopoldshall*‘, 
eine rein weibliche Sorte. 


4. Eine Einwirkung der Witterung auf die chemische Zusammen- 
setzung der Erdbeerfrucht war offensichtlich. Schénes und warmes 
Wetter zeitigte bei einer Gruppe von vier Sorten hohe Ascorbinsaure- 
und Zuckergehalte und maBige Siurewerte. Bei der zweiten Sorten- 
gruppe (vier Sorten) 1aBt schlechtes Wetter (starke Regenfiille bei 
niedrigen Temperaturen) eine klare Depression der Trockensubstanz.-, 
Ascorbinsiure- und Zuckergehalte und eine Begiinstigung der Saure- 
werte erkennen. Auch auf Trockensubstanz berechnet ist die witterungs- 
bedingte Senkung der Wertstoffgehalte eindeutig zu verfolgen. Es 
wird auf entsprechende Beobachtungen beim Ascorbinséuregehalt von 
Gemiisepaprika hingewiesen. 
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5. Die Geschmackszahl bei Erdbeeren wird als objektiver Begriff 
eingefiihrt. Er stiitzt sich nur auf Analysenergebnisse. Bekanntlich 
miissen alleinige Geschmacksbefunde als subjektiv und daher als 
unwissenschaftlich bezeichnet werden. Die Geschmackszahl ist der 
Quotient aus prozentualem Zuckergehalt und ccm ermittelter Saure, 
dem der prozentuale Zuckergehalt zugezah!t wird ((Z/S) + Z). 

Die gewonnenen Konventionalwerte scheinen fiir Geschmacks. 
feststellungen brauchbare Ergebnisse zu erbringen. Eine grundsatzliche 
Ubereinstimmung zu den Geschmacksbefunden wird erhalten. 

6. Bei Erdbeeren liegt der Zucker fast ausschlieBlich als Mono 
saccharid (Fructose) vor. Eine Erhéhung des Disaccharidgehalts fiihrt 
im Gegensatz zum Gemiise zu Geschmacksverschlechterungen. (Ober- 
schlesien; siiBlich-fade.) 

7. Die Bestimmung der prozentualen Lichtdurchlassigkeit des 
Fruchtbreifiltrats im Zeissschen Pulfrich-Photometer gibt brauchbare 
Werte fiir Messungen der Farbtiefe. Das giinstigste Ergebnis, eine 
erwiinschte Dunkelfarbung, wird in Gruppe 1 (erste Ernte) bei ,,Eva 
Macherauch*, in Gruppe 2 (zweite und dritte Ernte) bei .,Hansa‘ 
erzielt. 

Literatur. 

1) W. Schuphan, diese Zeitschr. 305, 323, 1940. — 2) Derselbe, Garten- 
bauwissensch. 16, 24, 1941. — 3) Derselbe, ebenda 16, 36, 1941. — 4) #. Kem- 
mer u. G. Herold, Forschungsdienst 7, 353, 1939. 5) M. Ott, Angew. Chem. 
451, 537, 1938. 6) W. Schuphan, Bodenkunde u. Pflanzenernahiung 2 (47). 
255, 1937. 7) Derselbe, Forschungsdienst 11, 660, 1941. 
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Photochemische Ausbeute 
bei der Spaltung des Kohlenoxyd-Hiimoglobins. 
(Beitrag zum Quantenproblem der Kohlensiureassimilation.) 
Von 
Theodor Biicher und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am . November 1941.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wenn Kohlensaure in griinen Ptlanzenzellen durch Licht des sicht- 
baren Spektralgebietes in Koh!enhydrat und Sauerstoff gespalten wird, 
so ist dié Reaktionsgleichung ! 


CO, +H,O+4hy — CHOH + Og. (1) 


Die zur Spaltung eines Mols Kohlensiure notwendige Energie 
betragt etwa 112000 cal, die Energie eines Mols Quanten betragt im 
Blau (436 m1.) 65000 cal, im Rot (740 my.) 38000 cal. Es wiirden also 
im Blau zwei Quanten, im Rot drei Quanten zur Spaltung eines Molekiils 
Kohlensaure ausreichen. Tatsachlich aber werden im ganzen sichtbaren 
Spektralgebiet vier Quanten zur Spaltung eines Molekiils Kohlensaure 
gebraucht. — 


Wenn Kohlenoxyd-Carbylamin-Hamoglobin2 durch Licht des 
sichtbaren Spektralgebiets in Kohlenoxyd und Carbylamin-Hamoglobin 
gespalten wird, so ist die Reaktionsgleichung : 


FeCO+4hy Fe + CO. (2) 


Die zur Spaltung einer FeCO-Bindung notwendige Energie ist 
kleiner als 15000 cal. Es wiirde also im sichtbaren Spektralgebiet 
ein Quantum ausreichen, um ein FeCO zu spalten. Tatsachlich aber 
werden im sichtbaren Spektralgebiet vier Quanten zur Spaltung einer 
‘eCO-Bindung gebraucht. — 


Energetische Griinde fiir die Quantenzahl 4 gibt es in beiden 
Fallen nicht: weder im Falle der Reaktion (1), die aus energetischen 


1 O. Warburg u. FE. Negelein, Zeitschr. f. physikal. Chem. 102, 236, 1922; 
106, 191, 1923; H. J. Bichhoff, diese Zeitschr. 308, 112, 1939. Es sei dazu 
bemerkt, daB James Franck u. Hans Gaffron in letzter Zeit die Auffassung 
vertreten, daB nicht 4, sondern 13 Lichtquanten zur Spaltung eines Molekiils 
Kohlenséiure notwendig sind. Advances in Enzymology 1, 199, 1941. 
2 O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian, diese Zeitschr. 214, 26, 1929. 
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Griinden zwar mehrquantig sein muB, aber nicht vierquantig zu sein 
brauchte; noch im Falle der Reaktion (2), die aus energetischen Griinden 
einquantig sein kénnte. 

Sucht man nach anderen Griinden fiir die Quantenzah! 4, so sind 
zwei Tatsachen bemerkenswert : 

1. daB von EiweiB abgetrenntes Kohlenoxyd-Himin durch 
{ Quantum in Kohlenoxyd und Hamin gespalten wird 1 


FeCO + Lhy Fe + CO (8) 


3) 


2. dafs Hamoglobin eine 4fach polymerisierte Haminverbindung 


ist. Reaktion (2) also korrekter zu schreiben wire 
[Fe CO], + 4hy [(Fe CO), Fe] + CO. (4) 

Dieselbe photochemische Reaktion also, die Abspaltung des Kohlen- 
oxyds von dem Eisen des Himins, erfordert 1 Quantum oder 4 Quanten, 
je nachdem das Himin an Eiweif gebunden ist oder nicht; oder aber, 
je nachdem die Haminverbindung polymerisiert ist oder nicht. Wir 
haben auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, hier eine Ent- 
scheidung zu treffen und damit das Quantenproblem der Kohlensaure- 
assimilation auf dem Weg iiber die Photochemie des Hamoglobins 
anzugreifen ; ein naturgemaBer Weg, da der lichtabsorbierende Bestand- 
teil des Hamoglobins ein naher chemischer Verwandter des Chloro- 
phylls ist. 

Da die Versuche mit Carbylamin-Haimoglobin zwar experimentel| 
einfach sind, aber verschiedene Deutungen zulassen, haben wir als 
Versuchssubstanz nicht Carbylamin-Hamoglobin, sondern gewéhnliches 
Hamoglobin benutzt, was zur Folge hatte, daB wir die manometrische 
Bestimmung der Kohlenoxydabspaltung durch eine optische Methode 
ersetzen muBten. 

. Weiterhin sind wir insofern iiber die alten Versuche hinausgegangen, 
als wir Hamin-EiweiBverbindungen von verschiedenem Polymerisations- 
grad untersucht haben: das gewéhnliche 4fach polymerisierte Hamo- 
globin; 2fach polymerisiertes Hamoglobin, das nach Andersson? aus 
4fach polymerisiertem Hamoglobin durch Dissoziation in starken Salz- 
lésungen entsteht; und Myoglobin, das nach Polson * eine nicht poly- 
merisierte Hamin-EKiweiBverbindung ist. 


‘1 O, Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928; 204, 495 
1929. 2 G.S. Adair, J. of biol. Chem, 68, 529, 1925; 7. Svedbergu. R. Fah- 
raeus, J. Amer. Chem. Soc. 48, 430, 1926. — * K. J. Andersson, unver- 
offentlicht; s. The Svedberg u. K.O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge. Leipzig 
1940. 1 A. G. Polson, siehe ebenda; F. Kubowitz hat den osmotischen 
Druck einer Myoglobinlésung von bekanntem Eisengehalt gemessen und 
gefunden, dal} ein Molekiil Myoglobin 1 Atom Eisen enthalt: Unver 
6ffentlicht. 
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Unser Ergebnis ist, daB es nicht die Bindung des Hamins an Eiweil 
ist, sondern der Polymerisationsgrad der Himinverbindung, der den 
Quantenbedarf der photochemischen FeCO-Spaltung bestimmt. Denn 
wir fanden bei pu 8,2: 





Polymeri- | Lichtquanten, von der Kohlenoxyd-Haminverbindung absorbiert 


Sabstans sationsgrad Molekiile Kohlenoxyd, abgespalten 
Hamoglobin .. 4 3,7 
Hamoglobin in 
starker Salz- 
Weung .....: etwa 2 2,6 
Myoglobin .... 1 1,1 


Wenn man also, wie man es getan hat, den Quantenbedarf der 
Kohlensaureassimilation als ein ,,physikalisches Ratsel‘‘ bezeichnet, so 
haben wir gezeigt, daB das gleiche Ratsel bei der Spaltung von Kohlen- 
oxyd-Haminverbindungen auftritt; daB es hier quantitativ mit dem 
Polymerisationsgrad der Haminverbindung zusammenhangt und daB 
man es, durch Depolymerisierung der Haminverbindung, zum Ver- 
schwinden bringen kann. DaB das Chlorophyll in den griinen Pflanzen- 
zellen polymerisiert ist, ist damit zwar noch nicht bewiesen, aber sehr 
wahrscheinlich geworden. 

Obwohl es nicht in den Zusammenhang dieser Arbeit gehért, sei auf 
ein weiteres Ergebnis unserer Versuche hingewiesen: da das sauerstoff- 
iibertragende Ferment der Atmung eine nicht polymerisierte Hiamin- 
verbindung ist. Denn die Lichtabsorptionskoeffizienten des sauerstoff- 
iibertragenden Ferments sind unter der Annahme berechnet worden, dab 
1 Lichtquantum 1 FeCO spaltet. 


Allgemeiner Teil. 
1. Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxyd-Himinverbindungen. 
2. Prinzip der Versuchsanordnung. 3. Photochemische Zerfallskon- 
stante. 4. Geschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion. 5. Be- 
rechnung der photochemischen Zerfallskonstanten aus den Geschwindig- 
keitskonstanten der Verteilungsreaktion. 6. Berechnung der photo- 
chemischen Ausbeute. 7. Unabhangigkeit der photochemischen Aus- 
beute von der Verteilung des Hamoglobins. 


1. Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxyd-Himinverbindungen. 

Die Lichtempfindlichkeit des Kohlenoxyd-Hamoglobins ist 1896 
von John Haldane und J. L. Smith! entdeckt worden. Die ersten 
quantitativen Versuche iiber die Spaltung von Kohlenoxyd-Hamin- 
verbindungen sind aus dem Jahre 1928 2. 


1 J. Haldane u. J. L. Smith, J, of Physiol. 20, 497, 1896. 2 Otto War- 
burg u. EB. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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Das besondere dieser photochemischen Reaktionen ist, dab sie 
langsamer -—- auch im Dunkeln vor sich gehen und daB sie umkehrbar 
sind: 
FeCO <> Fe + CO, 
FeCO+ 0, SS FeO, + CO. 

Bei Belichtung kommt zu der Dunkelspaltung die photochemische 
Spaltung hinzu, waihrend die Riickreaktionen im Dunkeln und Hellen 
gleich schnell verlaufen. Die ,,Dunkelgleichgewichte“ werden also im 
Licht, nach MaBgabe der Lichtintensitaét, in ,,Hellgleichgewichte* 
verschoben. 

Belichtet man dabei monochromatisch mit Licht gemessener 
Quantenintensitat, so kann man aus der Geschwindigkeit, mit der dic 
Gleichgewichte verschoben werden, die photochemische Ausbeute q be- 
rechnen. Die zur Berechnung notwendigen Formeln sind von Ofto 
Warburg} abgeleitet worden und werden im folgenden, ohne Wieder- 
holung der Ableitung, benutzt. 


2. Prinzip der Versuchsanordnung. 


In einen Trog, dessen Grundfliche die Form der Abb. | hat, wird 
eine mit einem Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch gesattigte Hamoglobin 








spattendes Licht 
’ ’ ’ 
Hamoglobin, mit einem Gemisch von Kohlenoxyd und Sauerstof gesdttigt. 








- 
=- 
.———— 


Bolomefer 





Abb. 1. Grundfliche des Versuchstroges (natiirliche GréBe) 


lésung eingefiillt. In der einen Richtung, in der der Lichtweg kurz ist 
wird mit dem spaltenden Licht stark bestrahlt. In der dazu senkrechten 
Richtung, in der der Lichtweg zehnmal so lang ist, wird mit dem MeB 
licht schwach bestrahlt. Als MeBlicht wahlt man dabei eine Wellenlange 
fiir die die Lichtabsorptionskoeffizienten des Sauerstoff- und Kohlen 


' Diese Zeitschr, 202, 202, 1928. 
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oxyd-Hamoglobins méglichst verschieden sind. Verschiebt also das 
FeO. 
FeCO’ 
durch die Anderung der Lichtabsorption auf dem MeBweg bestimmt 
werden. 

Die Konzentration des Hamoglobins ist dabei so klein, daB sich 
die Intensitét des spaltenden Lichtes auf dem kurzen Spaltungsweg 
nur wenig andert und daB auch die Drucke des Kohlenoxyds und 


spaltende Licht das Verhaltnis von so kann diese Verschiebung 


Sauerstoffs bei allen Verschiebungen des Verhiltnisses it. alskonstant 
’ FeCO 
zu betrachten sind. 
Die Erfillung dieser beiden Bedingungen ist Vorbedingung zur 
Berechnung der photochemischen Ausbeute; sie ist der entscheidende 
Punkt der Versuchsanordnung. 


3. Photochemische Zerfallskonstante }. 
Die bestrahlte Flache des Troges (Abb. 1) sei g[qem], der Lichtweg 
bei senkrechter Inzidenz d{cem], die Konzentration des FeCO 


g-Atome Fe : a pa 
€ , der Lichtabsorptionskoeffizient fiir die spaltende mono- 
ecm 


qem 
g-Atome Fe 
Mole Quanten 


qem - Min. 


chromatische Strahlung a| . Ist die Quantenintensitat 2 


der einfallenden Strahlung Jol | so werden im Trog 


absorbiert 


en Mole Quanten | 


; Min. 





q'Jo —qidy'e 


oder, wenn £-c-d klein ist, 
J F SE Quanten | 
we trav 
ray Min. 


Ebensoviele Mole FeCO werden im Trog pro Minute gespalten, 
wenn die photochemische Ausbeute 1 ist, aber 


g:Jo-B-q-e-d 
Mole FeCO, wenn die photochemische Ausbeute 


Zahl| der abgespaltenen Kohlenoxydmolekiile | 
a=; “ : ist. 
? Zahl der absorbierten Lichtquanten 

1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928; S. 216 
(zy hat hier die Bedeutung wie z’ dort; wegen des Faktors 2 als Wert fiir 9, 
der unrichtig ist, siehe: diese Zeitschr. 204, 495, 1929). 2 1 Mol Licht- 
quanten = N,-h-y. 
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Dividieren wir die im Trog pro Minute gespaltenen Fe CO-Molekiile 
durch die im Trog vorhandenen FeCO-Molekiile, so erhalten wir die 
photochemische Zerfallskonstante des FeCO fiir die Quanteninten. 
sitat J 
, ° de 
gece. p Jo: Bqie-d 

“5 q:e-d 


n 


~ 


Y ‘Jaf. (5) 


!. Geschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion 1. 
Wenn Hamoglobin mit Kohlenoxyd reagiert, so hat man die 
umkehrbare Reaktion: 


FeCO => Fe+CoO. (6) 
Definieren wir 
Fe FeCO 
n \ Fe l1—n Ve. (7) 


so ist bei konstantem Kohlenoxyddruck die Geschwindigkeit der 


Reaktion 
dn 


dt 
wo « die Geschwindigkeitskonstante des FeCO-Zerfalls ist und 9 die 
Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion bei konstantem Kohlen 
oxyddruck. 
Belichtet man, so bleibt @ unverindert, wihrend  zunimmt. Je 
nachdem man also die Reaktion im Dunkeln oder im Hellen untersucht 
hat man zu unterscheiden 


m:(l—n)—o-n, 


dn 
dunkel: — = mw, (l—n) —o0°-n, (8) 
dt - 
dn 
hell: — «(1 n)—o°'n, (9 
dt . 


wo «, die Dunkelzerfallskonstante und @, die Hellzerfallskonstante 
des Kohlenoxyd-Hamoglobins ist. 

Dieselben Gleichungen gelten, wenn Hamoglobin mit Kohlenoxyd 
und Sauerstoff reagiert, 


FeCO a O. a Fe O. ~ CO. ( 10) 
Nur bedeutet dann n nicht .,., , sondern 
» Fe 
Fe O, Fe CO 
n V Fe’ l1—n S Fe? (11) 


' O, Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928. 
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und die Bedingung fiir die Giiltigkeit von (8) und (9) ist die Konstanz 
nicht nur des Kohlenoxyddruckes, sondern auch des Sauerstoffdruckes. 

Die Gleichungen (8) wad (9) ergeben integriert 
dunkel: n, = mg + (my — ng) -e~*@a to, (12) 


hell: ny = nm, — (Mm, — Ny) - EPR FO), (13) 


wo mp der Wert von vn fiir die Zeit t — 0 ist und ny und n, die Werte 
von » im Gleichgewicht, bei t = cc, bedeuten. 

Zur experimentellen Bestimmung von m, + @ und «, + 0 be- 
nutzen wir die Gleichungen (12) und (13) in der Form 


1 Ny — Na 
Wa +e — In (14) 
t Ny — Ng 
l Nn, — No A 
oO, +o = —In ; (15) 
t Ny, — 


Die Bestimmung von w + 9 mit Hilfe dieser Gleichungen ist, wie im 
experimentellen Teil erliutert wird, einfach. Man hat alle zur Berechnung 
notwendigen Daten, wenn man die von der Photozelle bewirkten Galvano- 
meterausschlage (vgl. Abb. 1) fiir zwei Zeiten und fiir die Zeit ¢ = co, also 
fiir den Gleichgewichtszustand, miBt. 
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Leit—~ 
Abb. 2. EinfluB des Lichts auf die Verteilung des Himoglobins. 
Hell: Umwandlung von Kohlenoxyd-Himoglobin in Sauerstoff-Himoglobin. 
Dunkel; Umwandlung von Sauerstoff-Hiimoglobin in Kohlenoxyd-Himoglobin. 
Abszisse : Versuchszeiten. 
Ordinate : Der mit Sauerstoff verbundene Bruchteil des gesamten Himoglobins. 


Ein Beispiel des zeitlichen Verlaufs der Umwandlungen von Kohlen- 
oxyd-Hamoglobin in Sauerstoff-Himoglobin durch Belichten und von 
Sauerstoff-Haimoglobin in Kohlenoxyd-Hamoglobin durch Verdunkeln 
ist in Abb. 2 graphisch wiedergegeben. 

Die Wellenlinge des spaltenden Lichtes war 546 mu. Die Gasmischung 


war 8 Vol.-% Kohlenoxyd und 92 Vol.-% Sauerstoff. Die Versuchstempe- 
ratur war 4°. 
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cal 


Beim Belichten mit der Intensitat J = 1,23 - io] . 
Min. - 


sind 2, 


* Mole Lichtquanten’ 
37 - 10-7 , Stieg nin 2 Minuten von ng = 0,133 


Min. -qem 
auf ny, 0,719, wihrend beim Verdunkeln der Riickgang von nj, = 0,719 
aut ng — 0,133 etwa 6 Minuten dauerte. 

In der Tabelle I sind fiir dasselbe Beispiel fiir verschiedene ab 
gelesene Zeiten. die zugehérigen Werte von n sowie von @, + @ und 
q + @ eingetragen. In dem untersuchten Bereich von n = 0,13 bis 
n — 0,72 wurden fiir m, + @ und mg + @ konstante Werte gefunden 


“y 7 
Der Mittelwert von ™, ++ @ ist 2,75| —— |, der Mittelwert von m, + 0 
Min, , 


Ist OS] ls : 
Tabelle I. 
Gasmischung: 8 Vol.-°g CO und 92 Vol.-% O,. Temperatur: 4°. Spaltendes 
Licht: 546 mu. 





Hell Dunkel 
cal 
Min. - == | 
Mol* Quanten 
Min. - qem | 


Lichtintensitiit: J — 1,23- 10-2 | 
2.37-10-7 | 


Zeit ty, + 0 Zeit wg + ¢ 
t 1 | ene | 1 
{Min.] | Min. {Min.] Min. 


0 0,133 0 0,719 =n “+ 

0,123 0,299 2,69 0,34 0,568 0,88 

0,229 0,407 2,76 0,73 0,442 0,88 

0,403 0,525 2,73 1,26 0,330 0,87 

0),.825 0,659 - 9.76 2,19 0,227 0,84 
oc 0,719 == Ny, oo 0,133 ny 


5. Berechnung der photochemischen Zerfallskonstanten aus den 
Ceschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion 1. 
Aus den Geschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktion 
, + @ und m4 + @ erhalt man durch Subtraktion die photochemische 
Zerfallskonstante z,: 


j 


27 (ap, a 68 0) oes (Wa 4. 0). (16) 


Denn es ist die Hellzerfallskonstante «, die Summe von photochemischer 
Zerfallskonstante zy plus Dunkelzerfallskonstante z,, also 


Op zy ob 2a 
und 
Wq = Za 


! O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr, 202, 202, 1928. 





Photochemische Ausbeute bei Spaltung des Kohlenoxyd-Hamoglobins. 171 


und bei konstanten Kohlenoxyd- und Sauerstoffdrucken 
» Gas 


0 = @. 
0,133 


ies In dem Beispiel des vorigen Abschnittes (Tabelle I) ist 
0,719 


sla 
ab a Oe ae eee 


und 1 
3 bis O, +0 O.87 : |. 
wre ‘ LMin, 
iden 
Dann ist also die photochemische Zerfallskonstante fiir die angegebene 
Mole es te, 


Intensitat J — 2.37 - 10-7 | 
Min. - qem 


2 2,75 — 0,87 1.88| - |. 
-/ . Min. 


4. Berechnung der photochemischen Ausheute, 


Kennt man die photochemische Zerfallskonstante z,;, die durch 
die Lichtintensitat J erzeugt wird, sowie den Lichtabsorptionskoeffi- 
zienten des Kohlenoxyd-Hamoglobins, so hat man alle zur Berechnung 
der photochemischen Ausbeute g notwendigen Daten. Denn nach Ab- 
schnitt 3, Gleichung (5), ist 


= ge p- (5) 


Setzen wir in diese Gleichung die Zahlenwerte unseres Beispiels 
ein, so erhalten wir: 


pte rte le "Bl ara| 


und mit 
qem 
0,294 - 108 : 


. g-Atome Eisen 
tion 


che 8 g * 2,37 - 10-7 - 0,294 - 108, 


(16) | Mole CO abgespalten | 
0,27 : 


} Mole Lichtquanten absorbiert 
het 
7. Unabhaingigkeit der photochemischen Ausheute 
von der Verteilung des Himoglobins. 
Bei allen Versuchen fanden wir, daB die photochemische Ausbeute 
von dem Verteilungszustand n des Hamoglobins unabhangig ist. In 
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findet sich die Einfiilléffnung, die mit einem eingeschliffenen Kapillar- 
stopfen verschlieBbar ist. 

b) Thermostat: Der Versuchstrog steht in einer mit Wasser gefiillten 
planparallelen Glaskiivette Th, die als Thermostat dient. Die Versuchs- 
temperatur war 4°, sie wird durch eine Kiihlschlange, einen Riihrer und ein 
Regelthermometer konstantgehalten. Diese sind auf engem Raum im 
Thermostaten so untergebracht, da8 die Lichtwege nicht gestért werden. 
Durch die Kiihlschlange flieBt eisgekiihltes Wasser, dessen Str6mung durch 
einen mit dem Regelthermometer verbundenen Elektromagneten unter- 
brochen werden kann. 

Der Glasthermostat ist seitlich in etwa lem Abstand von einem Blech- 
mantel Wi mit Glasfenstern umgeben, der als Windkasten dient. Durch den 
Raum zwischen Thermostaten und Mantel wird von unten her trockene Luft 
geblasen, die vorher einen Chlorcalciumturm passiert hat. Auf diese Weise 
verhindern wir, daB die Scheiben des Glasthermostaten bei der niedrigen 
Temperatur beschlagen. Die im Wege des MeBlichtes legenden Fenster des 
Windkastens sind aus farbigem Filterglas. Diese verhindern das Ein- 
dringen von Streulicht der intensiven spaltenden Strahlung in die 
Photozelle. 

c) Lichtwege: Das spaltende Licht geht von der Lampe JZ, aus, wird 
von dem wassergekiihlten Quarzkondensor K gesammelt und durch die 
Projektionslinse G, als homogenes Lichtbiindel auf den Versuchstrog ge- 
worfen. Auf dem Lichtwege befinden sich auBerdem eine Verdunkelungs- 
klappe V, eine groBe mit Wasser gefiillte Glaskiivette Wa (zur Absorption 
der Warmestrahlung), die Lichtfilter / und zwei Blenden B, und B,. Die 
Stellung der Blende B, ist so angeordnet, daB die Blende durch die Linse G, 
an der Stelle des Versuchstroges abgebildet wird. An der Stelle von B, 
liegt das vergréBerte Bild der Lichtquelle. Zur Messung der Intensitat 
dient das Bolometer Bo. 

Das MeBlicht geht von der Lampe L, aus. Vor der Lampe steht der 
verstellbare Spalt Sp,, von dem durch die Glaslinse G, ein Bild innerhalb 
des Versuchstroges entworfen wird. Auf dem Lichtwege befinden sich 
auBerdem eine Blende B, die Lichtfilter F, eine schraggestellte Glasscheibe S 
und, nahe am Versuchstrog, ein zweiter verstellbarer Spalt Sp,. Der Quer- 
schnitt des MeBstrahles innerhalb des Versuchstroges ist ein Rechteck von 
etwa 0,5-1em. Zur Messung der Intensitat dient die Photozelle Z,. 

Um Intensititsschwankungen der Lichtquelle LZ, kompensieren zu 
kénnen, wird durch die schraggestellte Glasscheibe ein kleiner Bruchteil der 
Lichtstrahlung abgezweigt und auf eine Vergleichsphotozelle Z, geworfen. 
Beide Photozellen Z, und Z, sind mittels des Umschalters U mit dem Multi- 
flexgalvanometer M verbunden. Geringe Intensitatsschwankungen der 
Lichtquelle wahrend des Versuchs kompensieren wir durch geringe Ande- 
rungen der Empfindlichkeit des Galvanometers. 

d) Lichtquellen. und Lichtfilter: Als spaltendes Licht haben wir 
die griine Quecksilberlinie 546m benutzt. Als MeBlicht benutzen wir 
beim Hamoglobin und beim Pyridin-Himochromogen die gelbe Queck- 
silberlinie 578my und beim Myoglobin die gelbe Natriumlinie 589 mz. 

Die Lichtquelle fiir das spaltende Licht ist eine Quecksilber-Hochdruck- 
lampe von 2000 Watt. Die Lichtquellen fiir das MeBlicht sind ftir 2 578 my 
die Quecksilber-UV-Normallampe und fiir 4589 mu eine Natriumdampf- 
lampe. Alle drei Lampen sind von der Studiengesellschaft fiir elektrische 
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Beleuchtung (Osram)'. Es sei besonders erwahnt, daB die Quecksilbe: 
Hochdrucklampe fiir unsere Versuche eine ideale Lichtquelle ist, die eine 
kleine Leuchtfliche von sebr groBer Intensitit hat. 

Als Lichtfilter benutzen wir: fiir 7 546mu Lem 9°%ige Kupfersulfat 
lésung, 3mm Blauglas BG 18, 2cm 0,02 %ige Tartrazinlésung und 2,6 em 
Didymglas; fiir 2 578 my 2mm Blauglas BG 18, 1 mm Griinglas VG 3 und 
2mm Orangeglas OG 2; fiir 2589my Imm Blauglas BG 18 und 2mm 
Orangeglas OG 2. Die Filtergliser sind von der Firma Schott u. Gen., Jena 

Die Farbreinheit der isolierten Strahlung wurde wie folgt gepriift: Von 
der Strahlung 7 546 my wurden durch 2 mm Orangeglas OG 2 (das oberhalb 
560 mu. durchlassig ist) 99,5°% absorbiert; von der Strahlung 2578 my 
wurden durch 1mm Rotglas RG 1 (das oberhalb 605 my durchlassig ist 
99,9% und von der Strahlung 2 589 my durch 2mm Rotglas RG 2 (das 
oberhalb 630 mp durchlassig ist) 99,8°, der mit der Photozelle meBbaren 
Strahlung absorbiert. 

e) Bolometer: Das Bolometer ist ein Flachenbolometer mit einer 
Blende von 4,62 qem. Geeicht wurde das Bolometer mit der Hefnerkerz: 
nach Gerlach *. Die Schaltung von Bolometer, Galvanometer und Kom 
pensationskreis ist die gleiche wie sie friiher * beschrieben wurde, mit de: 
Abanderung, daB die vier Gitter des Bolometers die vier Zweige der Wheat 
stoneschen Briicke bilden, von denen zwei gegeniiberliegende belichtet 
werden. Als MeBinstrument benutzen wir ein Zernicke-Galvanometer. 

f) Photozellen: Die Photozellen sind Selensperrschichtzellen *, mit denen 
wir nur relative Anderungen der Lichtintensitat messen. Der von de 
Photozelle entwickelte Strom wird mit einem Multiflexgalvanometer 4 mit 
stufenlos regelbarer Empfindlichkeit gemessen. Die Galvanometer 
ausschlige sind den auf die Photozelle fallenden Lichtintensitéten nahezu 
proportional. Die Abweichungen von der Proportionalitat, die maxima! 
etwa 1 % betragen, werden von Zeit zu Zeit gemessen und bei den Spaltungs 
versuchen beriicksichtigt. 


2. Die Intensitdt des spaltenden Lichtes im Versuchstrog. 


Die in den Trog eintretende Strahlung des spaltenden Lichtes wird 
beim Durechgang durch die Versuchslésung zu einem geringen Teil 
geschwacht. Als wirksame Intensitaét setzen wir in unsere Berechnung 
die mittlere im Troge herrschende Lichtintensitat ein. Ist Jg die Inten 
sitaét vor der Versuchs!ésung und J die Intensitét hinter derselben, so 
ist die mittlere Intensitat J), im Troge 

J,—J a 
Jy J , (17) 


0 
In = = 


J 


In unseren Versuchen war Jy etwa J, - 0,91. 





1 Den Herren Dr. H. Ewest und Dr. H. Krefft von der Studiengesellscha/i 
fiir elektrische Beleuchtung sagen wir auch an dieser Stelle fiir ihr freundliche- 


Entgegenkommen unsern besten Dank. — ? W. Gerlach, Physikal. Zeitsch: 
14, 577, 1903. — * 0. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. physikal. Chem. 102 
236, 1922. — 4 Die Selensperrschichtzellen und das Multiflexgalvanomete: 


sind von der Firma Dr. Bruno Lange, Berlin-Zehlendorf. 
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Die Lichtintensitét wird vor und nach dem Versuch gemessen. Bei 
der Messung befindet sich der Versuchstrog nicht im Thermostaten 
Die hintere Glasscheibe des Windkastens wird entfernt und das Bolo- 
meter so dicht wie méglich an den Thermostaten herangeriickt. Da 
das Lichtbiindel nicht parallel ist, sondern etwas divergiert, wird die 
\bnahme der Intensitaét auf dem kurzen Wege von der Mitte des Stand 
ortes des Troges bis zur Bolometerblende aus der Divergenz der Licht- 
strahlen berechnet. 


Einige Korrektionen sind durch die Glasp!atten des Versuchstroges 
und der beiden Glasp'atten hinter dem Versuchstrog erforderlich. 
AuBer der Durchlassigkeit dieser Glasp’atten ist auch die durch die 
Glasp'atten bedingte Riickreflexion von Licht zu beachten, wodurch 
die Lichtintensitat in der Versuchs’ésung vermehrt wird. Wir haben 
die Durchlassigkeit und das Reflexionsvermégen der in Frage kommenden 
Glasplatten gemessen und die entsprechenden Korrektionen in unseren 
Intensitatsberechnungen beriicksichtigt. 


Die Homogenitaét des Strah'enbiindels wurde mit dem Bolometer 
durch Abtasten verschiedener Bezirke untersucht. Die gréBte Ab 
weichung vom axial gemessenen Wert betrug 3°. 


3. Die Messung der photochemischen Spaltung . 


Fiir die Bestimmung der Ausbeute bei der photochemischen Spaltung 
braucht man, wie im nachsten Abschnitt erlautert wird, fiir die Wellen- 
linge des MeBlichtes nicht die Absorptionskoeffizienten zu kennen. 

FeCO 
denn wir brauchen nicht den Verteilungszustand .. zu messen, 
, Fe 0, 
sondern wir messen die Geschwindigkeiten, mit denen sich beim Be- 
lichten oder Verdunkeln die neuen Gleichgewichtszustande einstellen. 
Man benétigt also fiir den Versuch nur einen Trog, der die mit dem 
Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch gesittigte Hiamoglobinlésung enthalt. 


Der mit der Versuchs!ésung gefiillte Trog kommt in den Thermo- 
staten und bleibt bis zum Temperaturausgleich im Dunkeln stehen. 
Dann schicken wir das MeBlicht durch den Trog und richten es so ein, 
daB das Galvanometer einen Ausschlag von 200 Skalenteilen zeigt. 


Nun lassen: wir zur Zeit ¢ = 0 durch Heben der Verdunkelungs- 
klappe das spaltende Licht auf die Versuchslésung fallen. Durch die 
Umwandlung von Kohlenoxyd-Hamoglobin in Sauerstoff-Hamoglobin 
nimmt die Absorption des MeBlichtes zu. Den Riickgang des Galvano- 
meterausschlags lesen wir zu verschiedenen Zeiten ¢ ab. Wenn im 
Hellen der neue G'eichgewichtszustand erreicht ist, wird die Versuchs- 
lésung wieder zur Zeit t == 0 verdunkelt und der Anstieg des Galvano- 
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176 Th. Biicher u. E. Negelein: 
meterausschlags zu verschiedenen Zeiten abgelesen, bis das Dunke! 
gleichgewicht wieder erreicht ist. 

Wesentlich fiir den Versuch ist, daB die Intensitaét des MeBlichtes 
vor der Versuchslésung konstant bleibt; die Intensitaten hinter de: 
Versuchslésung sind proportional den Galvanometerausschlagen. 


!. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten (w +- 0). 


Die Geschwindigkeitskonstanten der Verteilungsreaktionen be 
rechnen wir nach den Gleichungen (14) und (15) (allgemeiner Teil). I 
diesen Gleichungen stehen auf den rechten Seiten die Differenzen der 
Verteilungszustaénde zu verschiedenen Zeiten. Diese Differenzen ent- 
sprechen den zeitlichen Anderungen der Lichtabsorption in folgende: 
Weise: 

Nehmen wir an, fiir die Wellenlange des MeBlichtes sei fog der 
Absorptionskoeffizient des Kohlenoxyd-Hamoglobins, fo, der Absorp- 
tionskoeffizient des Sauerstoff-Hamoglobins, i) die Lichtintensitat vor 
der Versuchslésung, 7, dieselbe hinter der Versuchslésung zur Zeit / 
n, der Verteilungszustand zur Zeit ¢t, cyq, die Konzentration des ge 
samten Hamoglobins und DPD die Lange des Lichtweges, dann ist 
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Die Differenz von zwei verschiedenen Werten von n, ist dann: 
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Da aber ig iiber alle Zeiten ¢ konstant ist, hebt sich ig heraus und 
man hat 


, ee 
In 
7] =0 
Wa + 0 —In 7 (18) 
ij t i 
In ——- 
i, 
i. 
In - 0 
Uy — 
Wp, + 0 i In j (19) 
In . : 
uy 


worin die verschiedenen Werte von i proportional den abgelesenen 
Galvanometerausschlagen sind. 


5. Die photochemische Spaltung des Kohlenoxyd-Hdmoglobins. 


a) Darstellung der Hamoglobinlésung. Wir verwendeten fiir die 
Versuche kristallisiertes Sauerstoff-Haimoglobin aus Pferdeblut, das 
wir nach Stadie und Ross! durch Elektrodialyse gewinnen. Die ge- 
waschenen Blutzellen bringen wir méglichst konzentriert in die mittlere 
Zelle des Elektrodialysierapparates und bemessen den Strom so, da 
innerhalb der Hamoglobinlésung, die standig geriihrt wird, die Tem- 
peratur 25° nicht iibersteigt. Nach kurzer Zeit (etwa 30 bis 60 Min.) 
bildet sich ein dicker Brei von Hamoglobinkristallen, die mit kaltem 
Wasser in einer gekiihlten Zentrifuge gewaschen werden. 

Das Hamoglobin wird in Wasser gelést und die. Lésung hochtourig 
klarzentrifugiert. Die Konzentration der Himoglobinlésung bestimmen 
wir nach dem Prinzip von Haldane-Barcroft manometrisch, indem wir 
die Kohlenoxydkapazitat messen 2. 

Zur Darstellung der Versuchslésung werden 60 ccm Pufferlésung 
mit dem Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch bei der Versuchstemperatur 
gesittigt. Dann wird eine berechnete Menge (meist 0,2 ccm) kon- 
zentrierter Hamoglobinlésung zugegeben; zum Mischen werden nur 
noch einige Blasen der Gasmischung durch die Lésung geperlt. LaBbt 
man den Gasstrom langere Zeit durch die EiweiSlésung perlen, dann 
kénnen durch Schaumdenaturierung erhebliche Konzentrations- 
anderungen und Triibungen eintreten. 

Die reichlich bemessene Versuchslésung lassen wir aus einer langen 
Pipette in den Versuchstrog so einlaufen, da8 mit der zuerst ausgelaufenen 
Lisung der Trog gespiilt wird. 


1 W.C. Stadieu. E. C. Ross, J. of biol. Chem. 68, 229, 1926; O. Warburg, 

E. Negelein u. W. Christian, diese Zeitschr. 214, 26, 1929 (S. 30). — * Siehe 
z. B. diese Zeitschr. 214, 26, 1929. 
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178 Th. Biicher u. E. Negelein: 
b) Versuchsresultate. Die Resultate unserer Versuche mit Hamo- 

globin haben wir in den Tabellen IL bis V zusammengestellt. Nahere 

Einzelheiten sind aus den Protokollen 1 und 2 zu entnehmen. 


Tabelle If enthalt drei Versuche, bei denen die Intensitat des 
spaltenden Lichtes variiert wurde. In der sechsten Spalte stehen die 
nach Gleichung (16) berechneten Werte fiir die photochemische Zerfalls- 
konstante z,, die sich mit der Intensitat J), andern. Die Proportionalitat 
zwischen z, und Jy ist aus der konstanten photochemischen Ausbeute ¢ 
zu ersehen, deren Werte nach Gleichung (5) berechnet sind. In der 
letzten Spalte stehen die fiir 1 Mol abgespaltenes Kohlenoxyd absor- 
bierten Mole Lichtquanten. 

Wie man weiterhin aus der Tabelle IL ersieht, ist die photo- 
chemische Ausbeute erstens in starkerer Salzlésung gréBer als in der 
salzarmen Lésung, zweitens bei pu 7,2 gr6éBer als be: px 8,1. 

In Tabelle III sind einige Versuche mit salzarmer Hamoglobin- 
lésung von verschiedenem px zusammengestellt. Mit steigender Wasser- 
stoffionenkonzentration steigt auch die photochemische Ausbeute 4. 


Eine Untersuchung in saurer Lésung war nicht méglich, da bei der 
angewandten geringen Hamoglobinkonzentration bereits in der Néhe 
des Neutralpunktes — besonders im Licht — irreversible Anderungen 
des Spektrums eintraten (wahrscheinlich durch Methaimoglobinbildung 
und Denaturierung). 


In Tabelle IV sind vier Versuche mit Hamoglobinlésungen von 
gleichem pu, aber steigender Salzkonzentration eingetragen. Die photo- 
chemische Ausbeute g nimmt mit steigender Salzkonzentration er- 
heblich zu. Wir fanden fiir 1 Mol absorbierter Lichtquanten in salz- 
armer Lésung die Abspaltung von 0,27 Mol Kohlenoxyd und in 2,6 mol. 
Natriumchloridlésung die Abspaltung von 0,38 Mol Kohlenoxyd. 


In Ubereinstimmung mit Andersson !, der gefunden hat, daB® Salz- 
konzentrationen iiber 1 Mol/Liter auf die weitere Dissoziation des 
polymerisierten Hamoglobinmolekiils nur noch geringe Wirkungen 
haben, ist auch in unseren Versuchen bei gréBerer Salzkonzentration 
nur noch eine geringe Zunahme der photochemischen Ausbeute er- 
kennbar. 

Tabelle V enthalt drei Versuche mit salzhaltigen Hamoglobin 
lésungen von verschiedenem px. Wie im Falle der salzarmen Hamo- 
globinlésung (Tabelle IIT) steigt auch bei der salzhaltigen Hamoglobin- 
lésung mit steigender Wasserstoffionenkonzentration die photochemische 
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Photochemische Ausbeute bei Spaltung des Kohlenoxyd-Hamoglobins. 181 


Die Beeinflussung der photochemischen Ausbeute durch die Salz- 
konzentration und durch die Wasserstoffionenkonzentration geht am 
deutlichsten hervor, wenn man Tabelle V mit Tabelle [TL vergleicht. 
Die kleinste photochemische Ausbeute finden wir in salzarmer Lésung 
bei pu 9,1. Hier haben wir g — 0,24 gemessen. In 2,6 mol. Natrium- 
chloridlésung haben wir bei gleichem pu g — 0,36 und bei pu 7,6 
gy = 0,46 gefunden. Wir haben somit die Zahl der fiir 1 Molekiil ab- 
gespaltenes Kohlenoxyd absorbierten Lichtquanten im Falle des Hamo- 
globins von 4 auf 2 gebracht. 


6. Die photochemische Spaltung des Kohlenoxyd-M yoglobins. 


a) Darstellung der Myoglobinlésung. Wir verwendeten fiir die 
Versuche kristallisiertes Kohlenoxyd-Myoglobin, das wir nach H. Theo- 
rell! aus Pferdeherz darstellten. Dabei lieBen wir nach Einengung 
der Myoglobinlésung durch Dialyse das weitere zur Kristallisation 
notwendige Ammoniumsulfat nicht in die Myoglobinlésung dialysieren, 
sondern gaben es vorsichtig als festes Ammoniumsulfat zu der Myo- 
globinlésung. Ebenso wurde beim Umkristallisieren verfahren. 


Fiir den Versuch wurden die Myoglobinkristalle aus der ammonium- 
sulfathaltigen Lésung hochtourig abzentrifugiert, von der iiberstehenden 
Lésung méglichst befreit und in kohlenoxydgesattigtem Wasser gelést. 
Die Konzentration an Myoglobin wurde wie beim Hamoglobin mano- 
metrisch bestimmt. 


Die Darstellung der Versuchslésung ist die gleiche wie beim Hiamo- 
globin. 


b) Versuchsresultate. Die Resultate unserer Versuche mit Myo- 
globin stehen in der Tabelle VI. Nahere Einzelheiten sind aus dem 
Protokoll 3 zu entnehmen. 


Kohlenoxyd-Myoglobin ist viel lichtempfindlicher als Kohlenoxyd- 
Hamoglobin. Wir fanden bei px 8,2 im Mittel m = 0,92, waihrend fiir 
Kohlenoxyd-Hamoglobin bei gleichem pu g = 0,27 (s. Tabelle [V) ge- 
funden wurde. Fiir 1 Molekiil abgespaltenes Kohlenoxyd finden wir 
bei Myoglobin im Mittel 1,09 absorbierte Lichtquanten. 


7. Die photochemische Spaltung des Kohlenoxyd-P yridin-Hamochromogens. 


Die schon frither 2 mit der manometrischen Methode untersuchte 
photochemische Spaltung des Kohlenoxyd-Pyridin-Haimochromogens 
haben wir nun auch mit der optischen Methode gemessen. Das Resultat 

1 A.H.T. Theorell. diese Zeitschr. 252, 1, 1932. 2 O. Warburg u. 
E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928; 204, 495, 1929. 
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stimmt mit dem friiher gefundenen iiberein; es wird 1 Molekiil Kohlen- 
oxyd - Pyridin- Haimochromogen durch 1 absorbiertes Lichtquantum 
gespalten. 

In Tabelle VII findet man die aus zwei Versuchen mit verschiedenen 
Lichtintensitaten berechneten Werte von g. Nahere Einzelheiten gehen 
aus dem Protokoll 4 hervor. 

Die Versuchslésung war 0,25 mol. Boratpufferlésung von pu 10,3, 
die in 100 cem 25 cem Pyridin enthielt. Die Haminkonzentration war 


“Mole 
(0,334 - 10-8 | Zur Reduktion des dreiwertigen Himineisens wurde 
ecm 


Cystein benutzt. Die Cysteinkonzentration war 1 - 10~5 (158 mg 


Cystein - HCl + 1,0 cem n NaOH: 100 ccm Lésung). Die Gas- 
mischung war 8 Vol.-°/, Kohlenoxyd und 92 Vol.-°% Argon. 








Peptische Proteolyse der Eiweiffraktionen 
antidiphtherischer und normaler Sera. 
Von 
Fernando Modern und Guillermo Ruff *. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut des Departamento Nacional de Higiene 
in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 21, November 1941.) 


In einer vorausgegangenen Arbeit! untersuchten wir die Reinigung 
antitoxischer Sera (Antidiphtherie und Antitetanus) durch proteolytische 
Enzyme (Pepsin, Papain und Trypsin) und erzielten so eine drei- bis 
fiinffache Reinigung derselben bei einem Antitoxinverlust von etwa 50 %,. 
Die Verwendung von gereinigtem und gew6éhnlichem Pepsin ergab, dal 
innerhalb gewisser Grenzen weder die Menge noch die Qualitaét des 
Pepsins die Proteolyse und den Reinigungsgrad beeinfluBten. Die 
Ergebnisse, welche mit Trypsin und Papain bei verschiedenem px 
erhalten wurden, waren nicht giinstiger als jene mit Pepsin. Wir be- 
schrinkten uns daher in der vorliegenden Untersuchung auf die Pro- 
teolyse mit Pepsin in sauren Medien. Von groBem EinfluB ist das pu. 
Wie wir in einer anderen Arbeit? zeigten, betragt der Verlust an Anti- 
toxineinheiten bei pu = 3 60—65°, vermindert sich aber mit der 
Erhéhung des px. Von Bedeutung ist auch die Temperatur und die 
Dauer der Proteolyse. Die Feststellung der optimalen Bedingungen all 
dieser Faktoren war Zweck unserer friiheren Untersuchungen. Praktisch 
ist es wiinschenswert, eine zwei- bis fiinffache Reinigung zu erzielen 
und den Verlust an Antitoxin unter 50°, zu halten. Ein groBer Teil 
des Stickstoffs ist in den proteolysierten Seren weder durch Hitze noch 
durch Trichloressigsaiure fallbar, eine Tatsache, die auch-von Pope? in 
seinen Untersuchungen tiber peptische Proteolyse festgestellt wurde. 
Wie wir schon seinerzeit fanden, verhalten sich nicht alle Antidiphtherie- 
sera gleich. Seren, Plasma oder durch Salzfaillung konzentrierte Sera 
liefern nicht tibereinstimmende Resultate. Auch der Immunisierungs.- 
vorgang ist von EinfluB. Pope findet betrachtliche Unterschiede bei 
der Reinigung sowie in der Antitoxinausbeute, je nachdem die Seren 
von Pferden stammen, die mit guten oder minderwertigen Toxinen 
behandelt worden waren. 


* Ubersetzt von J. Matula, Wien. — | F. Modern u. G. Ruff, diese 
Zeitschr. 299, 377, 1939. 2 Dieselben, Revista Inst. Bact. 9, 197, 1939. 
3 C.G. Pope, Brit. J. Exp. Path. 20, 132, 1939. 
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Die Methoden der Proteolyse, welche wir in dieser Arbeit an- 
wandten, entsprechen, abgesehen von einigen Modifikationen, im all- 
gemeinen jenen von Parfentjev! und Pope2. Imersten Teil dieser Arbeit 
untersuchten wir die Proteolyse der getrennten Albumine, Euglobuline 
und Pseudoglobuline. Darauf folgte die Adsorption dieser Fraktionen 
an das nach Utkin hergestellte Calciumphosphatgel, schlieBlich Ultra- 
filtration bis zur Eliminierung aller Bestandteile, die Biuretreaktion 
yveben (Methode Parfentjev). In vorliegender Arbeit wurde die Pro- 
teolyse der gleichen, aber besser gereinigten Fraktionen nach den beiden 
Methoden von Pope und Parfentjev untersucht. AuBer den drei ge- 
nannten Fraktionen untersuchten wir noch eine vierte Fraktion, namlich 
die der Gesamtglobuline (Pseudo- +- Euglobuline). Letztere Fraktion 
hat ein besonderes Interesse, da sie fiir die Beurteilung der beiden 
verwendeten Methoden von Bedeutung ist. 


Experimenteller Teil. 


Herstellung der Euglobuline. 3 Liter Serum werden mit 3 Liter Wasser 
und 810 g wasserfreiem Natriumsulfat versetzt und am Wasserbad auf 45° 
bis zur voélligen Auflésung des zugesetzten Salzes erhitzt und filtriert. Der 
Niederschlag wurde dreimal mit einer 15 %igen Na,SO,-Lésung gewaschen 
und in einem Cellophansack im Kiihlraum bis zum Verschwinden der 
Sulfatreaktion dialysiert und filtriert. Die erhaltene Lésung wurde nochmals 
mit 13,5°%igem Na,SO, gefallt und wie oben dialysiert. Das Dialysat 
wurde auf 1 Liter Wasser aufgefiillt und mit 3° NaCl und 2,5 °% Trikresol 
versetzt. 

Herstellung der Pseudoglobuline. Zu 5600 cem des obigen . Filtrats, 
das 13% Na,SO, enthielt, wurden weitere 504g trockenes, wasserfreies 
Na,SO, zugesetzt, so daB die Konzentration 22°, betrug. Es wurde wie 
oben auf 45° erwiarmt, der Niederschlag viermal mit 22°%iger Na,SO,- 
Lésung gewaschen und bis zum Verschwinden der 8 O,-Reaktion dialysiert. 
Die Fallung und Dialyse wurde noch einmal wiederholt und das Dialysat 
auf 1200 cem mit Wasser aufgefiillt und mit 3% NaCl und 2,5 % Trikresol 
versetzt. 

Darstellung der Albumine. Das nach Abtrennung der Pseudoglobuline 
erhaltene Filtrat, welches 22% Na,SO, enthalt, wurde zunidchst in die 
Kiihlkammer gebracht, um den Salziiberschu8 durch Auskristallisieren zu 
entfernen, und nach Abfiltrieren wurde das Filtrat zum Zwecke der Ent- 
fernung des Salzes dialysiert. Es wurde auf osmotischem Wege konzentriert, 
indem gegen eine konzentrierte Saccharoselésung dialysiert wurde. 

Darstellung der Gesamtglobuline. 1 Liter Serum wurde mit | Liter 
destilliertem Wasser verdiinnt und die Gesamtglobuline durch Zusatz von 
450 g wasserfreiem Na, SO, ausgefallt, auf 45° C erwarmt, der Niederschlag 
hernach mit 25 %iger Na,SO,-Lésung dreimal gewaschen und in der Kihl- 
kammer bis zur Entfernung des Salzes dialysiert. Das Dialysat, welches 
schlieBlich nur wenig Niederschlag enthielt, wurde abermals in gleicher 


1 J. Parfentjev, A. P. 2065196 und A. P. 2123198. — 2C.G. Pope, 
Brit. J. Exp. Path. 19, 245, 1938. 
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Weise ausgefallt und dialysiert und hierauf unter Zusatz von 2,5 % Trikreso! 
auf 1 Liter aufgefiillt. 

Auf diese Weise wurden je vier Fraktionen eines Antidiphtherie- 
serums und eines Normalserums erhalten. Ihr Eiwei8gehalt und ihr 
Gehalt an Antitoxineinheiten (AE.) sowie das Verhialtnis AE. /y 
Protein sind in Tabelle I angegeben: 


Tabelle I. 





Antidiphterieserum RE 


Fraktion EiweiSgehalt Antitoxineinheiten (AE.) AE. Biweligebalt 
% im ccm pro g Protein % 
juglobulin..... 6,30 400 6 300 5,03 
Pseudoglobulin . 6,46 1100 17 000 4,90 
Gesamtglobulin . 5,26 600 11 400 3,50 
Albaniin ....... 1,70 0 0 3,50 


Diese Fraktionen (mit Ausnahme der Albuminfraktion) wurden fiir 
unsere Versuche mit einer 2,5°%igen Trikresollésung soweit verdiinnt, 
daB der EiweiBgehalt 2,5°% betrug. Wie aus der Tabelle ersichtlich 
ist, ergibt die Pseudoglobulinfraktion den besten Reinigungsgrad: 
AE. /g Protein = 17000. Das Ausgangsserum enthielt nur 1000 AE. |g 
Protein. Auch das Euglobulin enthalt Antitoxin, doch ist der Reinigungs. 
grad nur ein Drittel von jenem des Pseudoglobulins. 

Proteolyse der Fraktionen nach Pope. Nun wurde ein Teil dieser 
Fraktionen der peptischen Proteolyse unterworfen und dann durch 
Hitze koaguliert. Je 400 ccm jeder Fraktion wurden mittels Zusatzes 
von Citronensaure auf py = 4 (gemessen mit der Glaselektrode) gebracht 
und ein Uberschu8 von Pepsin zugesetzt. Es wurde nun 1 Stunde 
auf 46° C erwairmt, 5°, Kochsalz zugesetzt, dann 20 Minuten bei 60° C 
koaguliert und ohne zu verdiinnen filtriert (Tabelle II). 


Tabelle II. 





Volumen Verminderung der 


Fraktion des Filtrats Nim ccm Eiweié EiweiBkonzentration AE. im ccm 
ecm x % 
Euglobulin....... 170 2llmg 1,31 47 30 
Pseudoglobulin ... 180 2,80 ,, 1,75 30 170 
Gesamtglobulin .. 175 208: », 1,48 51 100 
Albaia 62s). 5 «90s 192 2,66 ,, 1,66 5 


Daraus ergibt sich, daB das Albumin der Proteolyse den starksten 
Widerstand entgegensetzt. Nachher folgt das Pseudoglobulin. Zur 
Bestimmung des Verhaltnisses AE./Protein wurden 5cem des nach 
Hitzekoagulation erhaltenen Filtrats mit 5 ccm 10°%iger Trichloressig- 
siiure versetzt und mehrere Minuten am Wasserbad erwarmt. Nun 
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Peptische Proteolyse der EiweiBfraktionen von Seren usw. 191 
wurde abgefiillt, zentrifugiert, der Niederschlag mit 50°,igem Alkoho! 
gewaschen, in Schwefelsiure gelést und mittels Mikro-Kjeldahl die 
N-Bestimmung ausgefiihrt. Der erzielte Reinigungsgrad ist bedeutend. 
wie die folgenden Werte zeigen. 


Tabelle III. 





ae as Eiwei8 AE. Reinigungs- 

Fraktion N in 5 ecm in 5ceem pro g Protein grad 
Euglobulin ....... 0,63 mg 3,93 mg 38 000 6,0 
Pseudoglobulin .. . 2.66 ,, 16,6 ,, 51 200 3,0 
Gesamtglobulin .. ee SU es 47 500 4,2 
Albumin......... Bp  Unee pt ames 0 ~ 


Es wird dabei nur ein kleiner Anteil des Gesamt-N ausgefiallt : 
dieser Anteil entspricht den Antitoxinen, da die fallbare Menge gleich 
der durch Halbsattigung mit Ammonsulfat bzw. mit 22 °,igem Na,SO, 
gefillten Menge ist. Das Verhaltnis zwischen den ermittelten Anti- 
toxineinheiten und dem durch Trichloressigsiure fillbaren Anteil 
ergibt den tatsachlich erzielten Reinigungsgrad. In Tabelle LV sind die 
Mengen des durch Trichloressigsiure fallbaren und nichtfallbaren N 
fiir je 5 ccm unserer Fraktionen angegeben. 


Tabelle IV. 





Praktion Gesamt-N Fiallbarer N Nichtfallbarer N 
mg mg in % 
Euglobulin..... 10,55 0,63 94 
Pseudoglobulin . 14,0 2,66 81 
Gesamtglobulin . 11,9 1,68 85,9 
Albumin..... = 13,3 1,26 94,6 


Daraus ist zu ersehen, daB bei Pseudoglobulin und Gesamtglobulin 
nur ein Fiinftel des vorhandenen N ausgefallt wird. Diese Menge stimmt 
mit der erzielten Reinigung iiberein, die in der Mehrzahl der Fille das 
Fiinffache betrug. 


Die Filtrate dieses Versuchs wurden einer zweiten Hitzekoagulation 
unterworfen, nachdem zu je 10 cem jeder Probe 0,4 cem einer 10 °,igen 
Pepsinlésung zugesetzt worden waren. Diese lieB man 1 Stunde bei 
46°C einwirken. Auch linger dauernde Erwirmung bis auf 65°C ruft 
keine Triibung hervor. Erst bei 66° werden die Lésungen opaleszent 
und verlieren ihre antitoxische Wirkung. 

Proteolyse nach der Methode von Parfentjev. Der andere Teil der 
in den vorigen Versuchen verwendeten Fraktionen wurde einer peptischen 
Proteolyse nach Parfentjev (je 49/9, Pepsin durch 22 Stunden bei 46°) 
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unterzogen, dann mittels NaOH auf pu = 5—5,5 gebracht. Jed 
Probe wurde mit Ca-Phosphatgel nach Utkin versetzt, geschiittelt und 
filtriert (Tabelle V). 

Tabelle V. 





Urspriinglicher EiweiBgehalt Verminderung AE Verlust an Al 


Fraktion EiweiBgehalt des Filtrats in % . in % 
Euglobulin..... 5 g 3,72 26,5 | 60 60 
Pseudoglobulin . 5 g 4,20 16 240 | 34 
Gesamtglobulin . 5 g 4,11 18 180 | 36 
Albumin....... 3,5 g 3,38 3,5 6 


In Tabelle VI ist die Menge des durch Trichloressigsaure fiall- 
baren N, das Verhaltnis AE./g Protein und der erzielte Reinigungsgrad 
angegeben. 








Tabelle VI. 
N Eiweib - 
Fraktion rss - AE./g Protein ime 
in 5ceem des Koagulates era 
Euglobulin....... 3,22 mg 20 mg | 13 700 2,1 
Pseudoglobulin .. . 4,62 ,, 28,8 ,, 42 000 2.5 
Gesamtglobulin. . . S78 4 23,6 ,, 34 000 2,9 


RE. 5 os vas 0,98 .,, | eee” 


Der Reinigungsgrad ist auf das urspriingliche Verhaltnis AE. / Protein 
in jeder Fraktion bezogen. So hatte die Pseudo-Globulinfraktion 
17000 AE. /g Protein; durch die Behandlung nach Parfentjev stieg dieses 
Verhiltnis auf 42000, es wurde also eine 2,5fache Reinigung erzielt 
Beim Euglobulin erfolgte hierdurch ein Anstieg von 6500 auf 13700 
Die Reinigung nach Parfentjev ist also etwas geringer als die bei Hitze- 
gerinnung (nach Pope) erzielte, hingegen sind die Verluste an Anti. 
toxineinheiten wenigstens in den von uns untersuchten Seren geringer. 
Der Gesamt-N und der durch Trichloressigsiure und Hitze fallbare \ 
sind aus Tabelle VII ersichtlich. 


Tabelle VII. 





Fraktion Gesamt-N | Fiallbarer N Nichtfillbarer N 


in 5 ecm in 5 ecm in % 

D ‘fo 

Euglobulin ..... | 1295 | 8,22 75 
Pseudogiobulin. | 14,35 4,62 68 
Gesamtglobulin. | 13,65 3,78 73 
Albumin ....... H 11,20 0,98 91 


Die Werte in der letzten Kolonne dieser Tabelle sind in Uber- 


einstimmung mit dem durch diese Methode erzielbaren Reinigungsgrad, 


welcher das Dreifache nicht iiberschreitet. Die Albuminfraktion hat 
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eine Anderung erfahren, indem sie durch Trichloressigsdure und Hitze 
praktisch nicht mehr ausfallbar ist. Sie hat also eine ihrer charak- 
teristischen Eigenschaften verloren. Dies stimmt mit unserer schon im 
ersten Teil dieser Arbeit gemachten Feststellung iiberein, da} der den 
Albuminen entsprechende Stickstoff digerierbar und eliminierbar ist. 


Proteolyse und Hitzekoagulation der EiweiBfraktionen eines Normal- 
serums. Der urspriingliche EiweiBgehalt aller verwendeten Fraktionen 
betrug 2,5°%,. Diese wurden durch Zusatz von Citronensaure auf pu = 4,1 
gebracht, in Anwesenheit von 4°/o, Pepsin und 5°, Kochsalz bei 46°C 
1 Stunde lang digeriert, dann durch 20 Minuten langes Erwiarmen 
auf 60° koaguliert und unverdiinnt filtriert. 


Tabelle VILL. 





ee EiweiBgehalt nach Verminderung 

Fraktion der Hitzekoagulation in % 
Euglobulin.......... 1,27 50 
Pseudoglobulin ..... 1,66 34 
Gesamtglobulin...... 1,44 42 
AVDUGIN 5 ose ce ee 2,89 18 


Wie die letzte Kolonne zeigt, sind die Albumine am thermo 
stabilsten, denn der Konzentrationsverlust der Albuminfraktion betrigt 
nur 18%. Der Gesamt-N sowie die durch Trichloressigsiure und Hitze 
fillbaren und nichtfallbaren N-Anteile sind aus Tabelle [IX zu ersehen. 


Tabelle- LX. 





~aor Gesamt-N Fallbarer N Nichtfiillbarer 

Fraktion in 5eem in 5eem in % 
Fuglobulin....... 10,15 0,7 93,1 
Pseudoglobulin ... 13,30 1,89 85,8 
yesamtglobulin .. . 11,55 1,19 89,7 
PO aS eae 23,10 2,1 91.0 


Die Fraktionen des Normalserums sind also weniger resistent 
gegen Pepsin, da iiber 90% des ganzen Eiweibes ihre Fallbarkeit gegen 
iiber Trichloressigséure verloren haben. 


Anwendung der Parfentjevschen Methode auf Normalserum. Die 
gleichen Fraktionen des Normalserums wurden nun nach der Parfentjer- 
schen Methode behandelt (22stiindige peptische Proteolyse bei 46° und 
Adsorption durch Phosphatgel bei pu = 5-—5,5 und Filtrieren). Die 
Verringerung des Proteingehalts und die Mengenverhiltnisse des fall- 
baren und nichtfallbaren N im Filtrat sind in der Tabelle X enthalten 
(Tabelle X). 


Biochemische Zeitschrift Band 311 13 
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Tabelle X. 





| Verringerung des 


pahiaion Biweibaehaltes es sep yraed N er N 
Euglobulin..: . | 37,7 11,55 2,8 76 
Pseudoglobulin . 21,3 14,0 3,78 73 
Gesamtglobulin . 27,1 12,95 See 75 
Albumin ....... 8,3 21,0 1,54 92,7 


Nach der Parfentjevschen Methode erhalt man also weniger durch 
Trichloressigsaure nichtfaillbare Substanzen, d.h. also weniger ver- 
anderte EiweiBkérper, wie nach der Popeschen Methode. Die Albumin- 
fraktion ist der Proteolyse stirker unterworfen wie die iibrigen, die sich 
in dieser Hinsicht im wesentlichen gleich verhalten. Diese Ergebnisse 
stimmen fast véllig mit jenen iiberein, die wir bei unseren Versuchen 
iiber Ultrafiltration und Proteolyse erhielten. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Die Pseudoglobulinfraktion der Antidiphtherieseren weist den 
besten Reinigungsgrad auf (17000 AE. /g Protein). Bei der Euglobulin- 
fraktion ist dieser geringer (6500 AE.). Durch peptische Proteolyse in 
der angefiihrten Form konnte beim Pseudog!obulin ein Anstieg auf 
51000 AE., bei Euglobulin auf 37800 AE. erzielt werden, d.h. der 
Reinigungsgrad betrug im ersten Falle das Drei-, im zweiten Falle das 
Sechsfache. Beziehen wir aber den Reinigungsgrad auf das Stamm. 
serum, welches bei einem 9 igen EiweiBgehalt 1000 AE. im cem enthielt, 
so bedeutet das fiir das Pseudoglobulin eine fiinffache, fiir das Euglo- 
bulin eine dreifache Reinigung. Die Proteolyse der Gesamtglobuline 
lieferte eine fiinffache Reinigung. 

Der durch Trichloressigsiure oder Erhitzen koagulable Stickstoff 
betragt nur 20° oder weniger des Gesamt-N. Der iibrige Anteil hat 
seine Fallbarkeit nicht nur gegeniiber Trichloressigséure, sondern auch die 
durch Halbsattigung mit Ammonsulfat oder 22 °,iger NagSOy, verloren. 
Die Menge des fallbaren N ist bei den Antidiphtherieseren und beim 
Normalserum verschieden, wie die Zusammenstellung in der Tabelle XI 
zeigt. 





Tabelle XI. Koagulabler N in %. 





A ntidiphtherteseram I Normalserum 
Fraktion ——|}— aT EERE 
Pope Parfentiev Pope Perfentjev 
- - - — : : so ] = — - — 
Euglobulin ....... | 6 25 | 7 24 
Pseudoglobulin ... | 19 32 14 27 
Gesamtglobulin... | 14 27 | 10 25 


Albumin......... i 5,3 9 9 7 
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Die Methode nach Pope (kurze Proteolyse und Thermokoagulation 
bei 66°C) ergibt sowohl beim Antidiphtherie- wie beim Normalserum 
weniger ausfallbaren Stickstoff wie jene nach Parventjev (lange Pro- 
teolyse und Adsorption an Calciumphosphatgel). 

Die Proteine der Normalsera sind labiler wie die der Antisera, da 
sich bei ihnen etwas weniger koagulabler N vorfindet. Der Reinigungs- 
grad bei der Popeschen Methode betragt bei den meisten Seren das 
Fiinffache, bei der Methode nach Parfentjev nur das Dreifache. Den 
Verlust an Antitoxineinheiten wollen wir hierbei nicht in Betracht 
ziehen. Der durch Trichloressigsiure nicht fallbare N kann nicht als 
Protein-N betrachtet werden, denn er passiert auch eiweiBdichte Ultra- 
filter. Wenn wir ein nach Parfentjev behandeltes Serum durch ein 
eiweiBdichtes Filter ultrafiltrieren, so zeigt sich gleichfalls, da8 nur 
etwa 20 °%, des N nicht digeriert und durch Ultrafiltration nicht eliminier- 


bar sind. 
Tabelle XII. 





Fraktion seams: “aged N Se N 
| Euglobulin ..... 80 20 
Normalserum / Pseudoglobulin . . 74 26 
Albumin ....... 98 2 
( Euglobulin ..... 86 14 
Antiserum } Pseudoglobulin .. 66 34 
| Albumin ....... 94 6 


Die Albuminfraktion erweist sich sowohl beim Normal- wie beim 
Antiserum als praktisch vollkommen digeriert und geht nahezu voll- 
stindig durch das Ultrafilter durch. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend kann man sagen, daB der Vorteil der genannten 
Methoden darin besteht, daB ein groBer Teil der inaktiven Eiweib- 
kérper der antitoxischen Sera derart umgewandelt wird, daB diese 
durch Halbsattigung mit Ammonsulfat oder 22°, Na,SO, nicht mehr 
ausfallbar sind. 


13* 








Die Elektrodialyse proteolysierter Sera 
und ihrer Proteinfraktionen. 
Von 
Fernando Modern und Guillermo Ruff *. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut des Departamento Navional de Higiene 
in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 21, November 1941.) 


In unseren friiheren Untersuchungen beschaftigten wir uns mit 
der Proteolyse von Seren und deren Fraktionen. Wir konnten zeigen, 
daB ein itberwiegender Teil des EiweiBes dabei in Stickstoffverbindungen 
iibergefiihrt wird, die durch Trichloressigsiure und Hitze nicht mehr 
koagulabel sind. Mindestens 70—80°% der Proteine werden beim 
isoelektrischen Punkt (px = 4,5) durch diese Reagentien nicht mehr 
gefallt. Fiir die Untersuchung dieser Sera und ihrer Fraktionen schien 
uns die Anwendung der Elektrodialyse von besonderem Interesse zu 
sein. Wir verwendeten hierzu die Apparatur von Pauli!, welche uns 
gegentiber jenen von Dheré und Gorgolewski2 sowie Sven Odén? und 
Wernicke* von Vorteil zu sein scheint. Zunachst bestimmten wir in 
Vorversuchen den Anteil des (durch Trichloressigsiure bzw. Hitze) 
fillbaren und nicht fallbaren N in den EiweiBfraktionen normaler und 
antidiphtherischer Seren vor und nach der peptischen Proteolyse, die 
wir nach den in der vorangegangenen Arbeit beschriebenen Methoden 
durchfiihrten. Wir versetzten zu diesem Zwecke die Proben dieser 
Fraktionen mit gleichen Teilen 10 %iger Trichloressigsiure, erhitzten 
am Wasserbad, dann wurde abgekiihlt, zentrifugiert und in der tiber- 
stehenden Lésung die Stickstoffbestimmung durchgefiihrt. Aus dem 


Tabelle I. 
Nichtkoagulabler Stickstoffin Prozentendes Gesamtstickstoffs. 





Antidiphtherie- . Antidiphtherieserum, Antidiphtherieserum, 


Fraktion Normalserum digeriert digeriert 
serum nach Parfentjev nach Pope 
Euglobulin ... 5,78 433 77,2 —_ 
Pseudoglobulin 5,07 4,33 63,4 71,7 
Gesamtglobulin 4,33 4,33 73,0 71,7 


* Ubersetzt von J. Matula (Wien). —,! W. Pauliu. BE. Valké, Kolloid- 
zeitschr. 36, 337, 1925; F. Modern u. W. Pauli, diese Zeitschr. 156, 482, 
1925; W. Pauli, ebenda 187, 403, 1927. — 2 Dheré u. Gorgolewski, C. r. acad. 
sei. 150, 934, 1910. — * Sven Odén, Nova Acta Ups. IV, 3, 1913. — * R. Wer- 
nicke, Rev. Asoc. méd. argent. 85, 1, 1922. 
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vorher gemessenen Gesamtstickstoff der Lésung wurde der prozentuale 
Anteil des in Lésung verbliebenen, also nicht ausfallbaren N, berechnet 
(Tabelle I). . 

In den nicht digerierten Serumfraktionen bleibt also nur ein geringer 
Teil des Gesamt-N in der iiberstehenden Lésung, wahrend in den 
digerierten der gréBte Teil des N in Lésung bleibt, also nicht aus- 
faillbar ist. 

In einer weiteren Versuchsreihe trachteten wir, die besten Be 
dingungen fiir die Hitzekoagulation des Serums sowie fiir die Aus- 
fallung durch 10 °%ige Trichloressigsaéure in bezug auf das pu festzustellen 
und kamen zu dem Ergebnis, daB bei pu = 4.5 (erzielt durch Zusatz 
entsprechender Mengen von Citronensdure zu dem mit verdiinnter 
NaCl-Lésung versetztem Serum) die stirkste Ausfillung erreicht wird. 
is werden hierbei etwa 95% des Gesamtstickstoffs ausgefillt. 

Wir stellten nun folgende Lésungen her: 

1. Eine Euglobulinlésung, die auf dem in voriger Arbeit be- 
schriebenen Weg aus Antidiphtherieserum gewonnen und dialysiert 
worden war. Die Lésung enthielt 1.8% N, entsprechend einem Eiweib- 
gehalt von 11,64°%, und 300 antitoxische Einheiten (AE.) im cem, also 
2580 AE./g Protein. 

2. Eine ebenso dialysierte Lésung der Pseudoglobuline. Sie enthielt 
),469% N baw. 2,93%, Protein und 400 AE. im ecm, also 13650 AE. /g 
Protein. 

3. Ein gegen Wasser dialysiertes Filtrat eines nach Pope digerierten 
Antidiphtherieserums. Der N-Gehalt betrug 0,336°, dem ein Protein 
gehalt von 2,1°% entsprechen wiirde, falls das Protein vollstandig 
unzersetzt vorhanden ware. Der Antitoxingehalt betrug 150 AE. im cem. 
also etwa 7100 AE./g Protein. Die Ermittlung des fallbaren N-Anteils 
ergab, daB 23,5°%4 des Gesamt-N ausgefallt werden konnten. Wenn 
wir nur diesen koagulablen Anteil auf das Protein beziehen, so betriigt 
die Relation AE./g Protein 31900. 

Ein Teil des nach der Popeschen Methede gewonnenen und gegen 
Wasser dialysierten Filtrats wurde nun in einem E!ektrodialysier- 
apparat nach Pauli bis zur Konstanz des elektrischen Leitvermégens 
dialysiert. Die urspriingliche Leitfahigkeit des wasserdialysierten 
Filtrats betrug 7,9- 10-4 Q-!. Die Elektrodialyse wurde zunichst bei 
einer Spannung von 100 Volt durchgefiihrt und als der Widerstand 
zunahm, bei 220 Volt fortgesetzt. Nach neunstiindigem Stromdurch- 
gang wurde sie bei einer erreichten spezifischen Leitfahigkeit von 
6,9- 10-5 ©! abgebrochen. Um eine Erwirmung der Lésung wahrend 
des Stromdurchganges zu vermeiden, wurden beide Aubenzellen des 
Apparats dauernd mit kaltem, destilliertem Wasser durchstrémt. 
Wihrend des Verlaufes der Dialyse wurde in der Untersuchungs- 
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fliissigkeit keinerlei Ausfallung, abgesehen von einer sehr geringen 
Opaleszenz, beobachtet. In nicht digerierten Seren treten unter gleichen 
Umstanden reichliche Globulinniederschlige auf. In dem Dialysat, 
dessen Volumen sich bei der Dialyse nicht veraindert hatte, wurde der 
Gesamt-N, der koagulable N (nach Kjeldahl) und der antitoxische Wert 
gemessen. Der N-Gehalt des Dialysates betrug 0,182%, was einem 
EiweiBgehalt von 1,137°% entsprechen wiirde. Der antitoxische Wert 
war konstant geblieben, naimlich 150 AE. im ccm bzw. 13200 AE. /g 
Protein. Eine Probe, die mit 5% NaCl versetzt worden war, wurde 
durch 5 Minuten langes Erhitzen auf 100°C koaguliert. 41,6° der 
Proteine wurden ausgefallt und 58,4 °% blieben in Lésung. Diese schein- 
bare Zunahme des koagulablen Anteiles riihrt daher, daB ein groBer 
Teil des nicht fallbaren N bei der Elektrodialyse in die AuBenzellen 
wandert und auf diese Weise entfernt wird. Auch die Fallung mit 
Trichloressigsaure ergibt das gleiche Verhaltnis zwischen koagulablem 
und nicht koagulablem Anteil. 

In Anbetracht, da8 nur der fallbare Anteil auf Protein zu beziehen 
ist, erhéht sich das Verhaltnis AE./g Protein auf 32960, ein Wert, der 
praktisch mit jenem des einfachen Dialysates (31900) tibereinstimmt. 
Eine Fallung durch 22 %iges Na,SO, ergab 51% nicht koagulablen 
und 49% koagulablen N. Es besteht also im groBen und ganzen das 
gleiche Verhaltnis wie oben. Durch Elektrodialyse werden etwa 50 %, 
des Gesamt-N entfernt. In der Tabelle II sind die Ergebnisse bei 
einfacher Wasserdialyse und Elektrodialyse gegeniibergestellt. 








Tabelle II. 
Wasserdialyse Elektrodialyse 
Velasco eek ee 100 ecm 100 ccm 
eR ious bein dg hk onthe 0,336 g 0,175 g 
Koagulabler N ................ 23,5 % 41,6 %, 
Nicht koagulabler N ........... 76,5 % 58,4 %,, 
DT elon sea Deg 31 900 32 800 
eo 2 eee era ie 0,08 g 0,072 g 
N nicht koagulabel ............ 0,257 g 0,102 g 
N eliminiert durch Elektrodialyse 0,337g¢g —0,174g = 0,163 g 


Der Anteil an koagulablem N ist nach der Elektrodialyse praktisch 
unverandert. Der eliminierte N-Anteil entfallt auf den nicht koagulablen 
N. Wahrscheinlich ist es méglich, letzteren durch geniigend lange 
Elektrodialyse zum gréBten Teil zu entfernen. 

Elektrodialyse eines nicht digerierten Antidiphtherieserums. Das ver- 
wendete Serum enthielt 8,75°% Protein und 550 AE. im ccm, also betrug 
das Verhiltnis AE. /g Protein: 6200. Nun wurde zunachst gegen Wasser 
dialysiert, wobei infolge Volumenzunahme durch osmotischen Eintritt 
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von Wasser der Proteingehalt auf 7°%, der Antitoxingehalt auf 400 
pro cem bzw. das Verhaltnis AE./g Protein auf 5700 sank. Nun wurde 
9 Stunden lang elektrodialysiert, wobei die spezifische Leitfahigkeit 
von 1,52-10-4 auf 2,3-10-5 0-1 abnahm. Wiahrend der Elektro- 
dialyse bildete sich ein reichlicher EiweiBniederschlag, der sich langsam 
absetzte. Ungefahr 60% der Antitoxineinheiten gingen in den Nieder- 
schlag tiber. Das elektrodialysierte Serum enthielt 150 AE. im ccm 
und 0,79% Protein. Das Verhaltnis AE./g Protein betrug demnach 
19000. Der durch Hitze bzw. Trichloressigsiure fallbare N-Anteil 
war 946%. 

Versuche mit nativem und digeriertem Euglobulin. Die verwendete 
Euglobulinlésung enthielt 5,77°% Protein und besaB ein px von 4,5. 
Durch Hitze konnten 97°% des EiweiBes ausgefaillt werden. Ein Teil 
der Stammlésung wurde zur Halfte verdiinnt und 6 Stunden lang 
elektrodialysiert, bis die spezifische Leitfahigkeit von 2,7- 10-4 auf 
3,7- 10-6 O-1 gesunken war. Es bildete sich ein reichlicher Nieder- 
schlag; in der dariiberstehenden Lésung waren etwa 99°%, der gelésten 
Proteine durch Hitze und Trichloressigsadure fallbar. 

Ein anderer Teil unserer Stammlésung wurde nach der Methode 
von Pope mit Pepsin digeriert und filtriert. Das Filtrat enthielt 
0,378 °% N bzw. 2,36°, Protein. Das Verhaltnis AE./g Protein betrug 
2120. Ein Teil des Filtrats wurde bis zum Verschwinden der Chloride 
gegen Wasser dialysiert. Das Dialysat enthielt 0,19°, N bzw. 1,18% 
Protein und 40 AE. im cem, es betrug also die Relation AE. /g Protein 3400. 
Der Koagulationsversuch ergab, daB nur 10° der Proteine ausfillbar 
waren. Es betragt daher die erzielte Reinigung 33300 AE. pro g Protein. 
Ein anderer Teil des Filtrats wurde nun bis zur konstanten Leitfahigkeit 
elektrédialysiert. Die Leitfihigkeit sank dabei von 4,5-10-4 auf 
3,8- 10-5 Q-1. Es bildete sich kein Niederschlag waihrend der Elektro- 
dialyse. Das ist ein bemerkenswerter Unterschied gegeniiber dem 
vorigen Versuch mit nativem Euglobulin. Auch ist die elektrische 
Leitfaihigkeit des digerierten Euglobulins eine bedeutend gréBere. Von 
den gelésten Proteinen waren 23,3 % durch Hitze und Trichloressigsaure 
ausfillbar, 76,7°4 konnten nicht mehr koaguliert werden. Durch 
22%iges Na,SO,, welches die unverinderten Euglobuline quantitativ 
fallt, konnten nur 39° ausgefallt werden. 

Koagulation und Elektrodialyse der Pseudoglobulinfraktion. Aus der 
zu unseren Versuchen verwendeten dialysierten 2,9°% igen Pseudo- 
globulinlésung konnten 95,5°% der Proteine ausgefallt werden. Diese 
dialysierte Lésung wurde nun der Elektredialyse unterworfen. Ihre 
spezifische Leitfihigkeit verminderte sich dabei von 1,05- 10-2 auf 
14-10-4 0-1. Durch reichliche Ausfallung ging der Eiweifgehalt auf 
0,26°% herunter. In der so erhaltenen elektrodialysierten Lésung 
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waren 93,5°% des EiweiBes koagulabel. Ein anderer Teil der Pseudo- 
vlobulinlésung wurde der Pepsindigerierung nach Pope unterzogen. Das 
Filtrat enthielt 223°% Protein und 140 AE. im cem: AE./g Protein 

6300. Ein Teil des Filtrats wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Infolge Volumenzunahme verminderte sich der EiweiBgehalt auf 1,22 °%. 
die AE. auf 110 pro eem: AE./g Protein auf 8900. Vom Eiweif waren 
264% fallbar. In Anbetracht des Umstandes, daB nur die fallbaren 
Proteine das Antitoxin enthalten, betrigt das Verhaltnis AE./g Pro- 
tein 34000. 

Kine digerierte und dialysierte Probe des Pseudeglobulins wurde 
10 Stunden lang elektrodialysiert (Leitfahigkeitsabnahme von 2,8 - 10~4 
auf 2,7-10-° ©). Gegeniiber den nicht digerierten Pseudog!obulinen 
tritt waihrend der Elektrodialyse keinerlei Ausfillung, ja nicht einmal 
eine Triibung auf.” Die Eigenschaften des Pseudoglobulins sind also 
durch die Digerierung geandert worden. Die dialysierte Lésung enthielt 
0.196% N bzw. 1,22% Protein. Nach der Elektrodialyse sinkt der 
N-Gehalt auf 0,112% N. Die Differenz gibt uns die Menge des elimi- 
nierten N an. Das Verhaltnis AE./g Protein steigt von 8900 auf 15700. 
der Anteil der koagulierbaren EiweiBkérper betrug 47,4°/, der Gesamt- 
menge. Es nimmt also, wie im vorhergehenden Versuch, der Anteil 
der koagulablen Proteine zu, denn der nicht koagulable Anteil wird 
bei der Elektrodialyse teilweise entfernt. 

Beziehungen zwischen N-Gehalt, Trockenriickstand und dem durch 
Na,SO, fallbaren Anteil. Ein Antidiphtherieserum wurde nach Pop« 
mit Pepsin digeriert. Urspriinglicher N-Gehalt: 1,46%, N-Gehalt des 
Filtrats 0,693%. Das Filtrat wurde auf px = 7,4 gebracht und eine 
Probe durch Zusatz von 22% wasserfreiem Na ,SOy,, eine andere Probe 
mit Trichloressigséure gefallt (Tabelle ITI). 


Tabelle IIT. 





Fallung mit 


22 % Na,SO, © Trichloressigsiure 


we Sere 45 % 138 % 
Nicht fallbarer N ....... 55 % 87 % 


In diesem Falle ist ein groBer Unterschied zwischen dem durch 
Na, SO, und Trichloressigsaure fallbaren Anteil zu beobachten. Dieser 
Unterschied ist auf den Salzgehalt (NaCl) des Filtrats zuriickzufiihren, 
durch den das Fallungsvermégen des Na,SO, erhéht wird. Diese 
Differenz verschwindet gréBtenteils, wenn das Filtrat vorher dialysiert 
wird. Wir dialysierten dasselbe durch 8 Tage in Cellophansiacken gegen 
Wasser. Die Au8enfliissigkeit zeigte Biuretreaktion. Etwa 60% des 
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Gesamt-N werden hierbei eliminiert. Das dialysierte Filtrat enthielt 
154mg N im cem, was einem Proteingehalt von 0,96°% entspricht. 
Der Trockenriickstand, erhalten durch Eindampfen bei 105°C, betrug 
1%. Die Fallung mit Trichloressigsiure bzw. 22%igem Na SO, in 
diesem dialysierten Filtrat ergab nunmehr folgende Werte: 


Tabelle IV. 





22° Na,SO,  Trichloressigsiure 


Palibarer N ............ 38 % 82 % 
Nicht fallbarer N ....... 62 % 63 % 


Ubereinstimmende Werte liefert auch die Koagulation durch Hitze. 
Der durch Na,SOy, erhaltene Niederschlag wurde im Wasser aufgelést 
und 8 Tage lang gegen Wasser dialysiert. Das Dialysat enthielt 
0,035 % N baw. 0,22°, Protein. Der Trockenriickstand betrug gleichfalls 
0,22 %, ein Beweis dafiir, daB wir den gefundenen Stickstoff auf Eiweifi 
beziehen diirfen. Durch Trichloressigsiure konnten 80 °% des Gesamt-N 
ausgefallt werden. 

In der folgenden Zusammenstellung geben wir die Verteilung des N 
fiir eine Ausfallung mit Na,SO,an. Zur Ausfallung wurde das Popesche 
Filtrat dreifach verdiinnt und 150 ccm mit 22% Na.SOy, versetzt. 


N vor der Ausfillung ..... dis scmaateaes 273 mg 
N im Filtrat nach der Fallung......... . 189 ,, 
N im Niederschlag ..... doveey «34 (nak cs eee 


Der Niederschlag wurde gelést und gegen Wasser dialysiert : 


N vor der Dialyse ...... dain bp Meee « .... 84 mg 
N nach der Dialyse..... pte. ie i Base eos 


Der Niederschlag enthielt nach der Dialyse 37,5°% des gesamten N. 
Durch Trichloressigséure wurden 35.5%, aus dem Popeschen Filtrat 
gefallt, ein Wert, der gut mit jenem bei der Ausfallung erhaltenen 
iibereinstimmt. 


Zusammenfassung. 


In nicht proteolysierten Antidiphtherieseren werden durch Trichlor- 
essigsiure und Hitze 95° des N ausgefallt. In proteolysierten Seren 
hingegen sind 70—80 % der Serumproteine weder durch Erhitzen, noch 
durch Trichloressigsaure faillbar. Die beste Ausfallung wurde bei einem 
pa = 4,5 erhalten. Die Elektrodialyse eines nach der Methode von 
Pope peptisch digerierten Antiserums fiihrt auch bei der niedrigsten 
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erreichbaren Leitfahigkeit zu keiner Ausfallung der Proteine. Durch 
die Elektrodialyse wurden 50 °% des urspriinglichen Gesamt-N eliminiert. 
Dieser eliminierbare Anteil betrifft nur den nicht koagulablen N, der 
koagulable N-Anteil bleibt konstant. Nichtdigerierte Sera scheiden bei 
der Elektrodialyse groBe Mengen von Eiweifniederschligen ab, in 
denen etwa 60° der AE. enthalten sind. Analoge Ergebnisse wurden 
an digerierten und nichtdigerierten Lésungen der Euglobulin- und 
Pseudoglobulinfraktion erhalten. SchlieBlich wurde festgestellt, daB 
die durch Trichloressigsiure fallbaren Anteile im groBen und ganzen 
dem durch 22° iges Na,gSO, fallbaren Anteil entsprechen. 





Die Wirkung des Seidenraupenpolyedervirus 
auf die Atmung und Katalase der Hefe. 
Von 
K. Yamafuji, K. So und K. Soo. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 1, Dezember 1941*.) 


Durch die Untersuchungen von Stanley wurde erwiesen, daB das 
Tabakmosaikvirus nichts anderes als ein hochmolekularer EiweiB- 
kérper ist (1). Etwas spaiter haben Bawden und Pirie fiir einige pflanz- 
liche Virusarten den Nachweis erbracht, da es sich um Nucleoproteine 
handelt (2). Seitdem konnten alle bisher verhaltnismaB®ig rein dar- 
gestellten pflanzlichen sowie tierischen Virusarten als Nucleoproteine 
von héchstmolekularem Charakter charakterisiert werden. Es ist lange 
bekannt, daB fiir die Ziichtung der Viren das Vorhandensein der 
lebenden Zellen unentbehrlich ist. Wir sind der Meinung, daB bei der 
Vermehrung des Virus vor allem die Atmung und der Eiweifstoffwechsel 
eine wichtige Rolle spielen. 

In einer Reihe von Arbeiten konnten wir nachweisen, da in der 
atmenden Zelle Sauerstoff durch die Oberflachenreaktion, besonders 
unter katalytischer Wirkung der Eisenporphyrinverbindungen, zu 
einer metastabilen Form angeregt wird und also in den meisten Fallen, 
wahrscheinlich selbst bei der Eisenkatalyse, primar Wasserstoffperoxyd 
gebildet wird (3). Das Wasserstoffperoxyd wird selbstverstandlich 
dann durch die Katalase gespalten. Diese Tatsachen fiihrten uns zu 
der Vermutung, daf zwischen der Bildung oder Spaltung des Wasser- 
stoffperoxyds und der Polymerisation oder Denaturierung normaler 
niedermolekularer Nucleoproteine, folglich der Vermehrung des Virus, 
irgendeine Beziehung besteht. 

Wir haben in der vorliegenden Arbeit den Einflu8 des Polyeder- 
virusproteins von Bombyx mori auf die Atmungsfahigkeit sowie Kata- 
lasewirkung der Hefe untersucht. Dabei wurde gefunden, daB bei 
alkalischer Reaktion das Virus auf die Atmung und Katalaseaktivitat 
der lebenden Zelle beschleunigend wirkt. Auch die katalatische Wirkung 
der mit Sand zerriebenen Hefesuspension wird durch Zusatz des Virus- 
proteins beférdert. Wenn aber die Suspension der lebenden Hefezellen 

* Anmerkung der Redaktion: Das Manuskript, dessen Eintreffen sich 
infolge der Kriegsverhaltnisse verzégert hat, ist bereits am 11. Juni 1941 
vom Verfasser abgesandt worden. 
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bei neutraler Reaktion mit einer sehr geringen Menge Polyedervirus 
behandelt wird, so wird die Katalase der Hefe gehemmt, wahrend dabei 
die Atmungsintensitat derselben nicht beeinfluBt wird. Inder alkalischen 
Lésung weist bekanntlich die Hefezelle einen etwas abnormen Stoff.- 
wechsel auf. Wird die Zelle durch irgendeinen anderen Faktor als das 
Virusprotein physiologisch geschadigt, so wirkt wahrscheinlich das 
Virus auf die Katalase aktivierend. Die Katalasewirkung der ein 
normales Leben fiihrenden Hefe wird hingegen durch dasselbe Virus 
yehemmt. Auf Grund dieser Befunde nahmen wir an, daB die Katalase- 
hemmung oder die dadurch erfolgte Verzégerung der Hydroperoxyd- 
spaltung im lebenden Organismus an der Virusvermehrung beteiligt ist 
Diese Annahme konnte bis zu gewissem Grade durch die folgenden 
Versuche bestatigt werden. Im Verlaufe der oben erwaihnten Unter- 
suchungen haben wir auch die Katalaseaktivitét des verwendeten 
Virusproteins gepriift und festgestellt, daB das Polyedervirus fast keine 
Katalasewirkung besitzt, aber daB es nach Spaltung mit verdiinntem 
Alkali eine starke wasserstoffperoxydzersetzende Fahigkeit aufweist. 
Dies kénnte darauf hindeuten, daB die Katalase in der Zelle bei der 
Polymerisation niedermolekularer Nucleoproteine in das Virusmolekiil 
eingeschlossen wird. 
; 1. 

Zur Untersuchung wurde das uns von Herrn Ishimori in Tokyo 
freundlichst tiberlassene Polyedervirusprotein von Bombyx mori ver- 
wendet. Es war dies ein weiBes Pulver, welches aus dem Blute der 
viruskranken Seidenraupe durch wiederholtes Zentrifugieren hergestellt 
worden war (4). Das Protein hat fast kein Viruseinfektionsvermégen, 
wenn es aber in einer verdiinnten Alkalilésung gelést wird, so weist 
es eine sehr starke Infektiositat auf. Wir haben daher das Virus in 
einer kleinen Menge 0,5%iger Natriumcarbonatlésung aufgelést und 
dann vorsichtig n/10 Salzsiure hinzugefiigt, bis sich die Lésung wieder 
zu triiben anfing. Die Wasserstoffionenkonzentration der so erhaltenen 
Viruslésung war etwa px 9. Die Hefe wurde in einer geringen Menge 
0,9%iger Natriumchlorid!ésung aufgencmmen, zentrifugiert, wieder in 
einer Kochsalzlésung suspendiert und hierauf nochmals abzentrifugiert. 
Die Atmung und Katalase wurden nach der schon oft angegebenen 
Methode bestimmt. Um das Virus auf die Hefezelle einwirken zu lassen, 
wurde einer mit 0,9°%iger Kochsalzlésung hergestellten Hefesuspension 
eine frisch bereitete alkalische Viruslésung zugesetzt. Das Gesamt- 
volumen der Lésung betrug stets etwa 5ccm. Bei der Berechnung des 
Katalaseaktivierungsgrades muB die Katalaseaktivitat des verwandten 
Virusproteins beriicksichtigt werden (vgl. Tabelle V). 

Aus Tabelle I geht hervor, daB das Polyedervirus auf die Katalase 
der in einem verdiinnten Alkali suspendierten Hefe stark aktivierend 


‘ 
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Tabelle I. 
Hefe: Saccharomyces cerevisiae. Nahiboden: Zuckerrohrsaft-Agar. 
Zugesetztes Virus: 5mg. Behandlungstemperatur: 30°. 





3 


Behandiungsdauer in Std. 


Lisung enthiilt PH 1 3 22 
der Lésung 
Katalaseaktivitét in &- 104 


Hefe + NaCl 6,4 4,: 4,4 8,0 
Hefe + NaCl + Na,CO, + HCl 9,0 7, 8,6 38,6 
Hefe + NaCl + Na,CO,+HCI+Virus 9,0, 8, 10,7 109.4 
wirkt. Die Aktivierung wird mit der Behandlungsdauer starker. Die 
Katalasewirkung der Hefezelle wird auch durch Zusatz von Alkali 
allein beschleunigt. Die Beschleunigung durch Alkali ist aber geringer 
als diejenige durch das Zusammenwirken von Virus und Alkali. 
Zuerst nahmen wir an, daB die Katalase der lebenden Zelle durch 
das Virus gehemmt wird und daB durch das danach tiberschiissig ge- 
wordene Wasserstoffperoxyd die Eiweifkérper im Protop!asma dena- 
turiert oder polymerisiert werden. Die Versuchsergebnisse in Tabelle I 
scheinen im Widerspruch zu dieser Annahme zu stehen. Wenn aber 
durch Einwirkung des Virus die Atmung der Hefe kraftiger beférdert 
wiirde als ihre Katalasewirkung, so ware es méglich, daB in der Zelle 


eine Verzégerung der Wasserstoffperoxydzersetzung stattfindet. Wir 
haben deshalb gleichzeitig die Atmungsfahigkeit und Katalaseaktivitat 
der mit dem Virusprotein behandelten Hefe bestimmt. 


Tabelle II. 
Beim Versuch 1: Hefe Saccharomyces batta [vgl. (5)|, Nahrboden 
Zuckerrohrsaft-Agar. Beim Versuch 2: Hefe = Saccharomyces cere- 
visiae, Nahi boden Zuckerrohrsaft [vgl. (6)]. Zugesetztes Virus: 5 mg. 
Behandlungstemperatur: 37°. Die Atmungsintensitét wurde in cmm Sauer- 
stoff, die wahrend 1 Stunde absorbiert wurden, ausgedriickt. 





Behand- Relative Relative 
Versuch Losung enthalt lungsdauer Katalase- Atmungs- 
in Std. aktivitat intensitat 


Hefe + N 240 77 55 
Hefe + Na,CO,; + HCl 240 100 100 
Hefe + NaCl + Na, CO, + HCl + Virus 240 487 155 
Hefe + NaCl : 70 59 62 
Hefe + NaCl + Na,CO,+ HCI ..... 70 100 100 
Hefe + NaCl + Na, CO, + HCl+Virus 70 177 114 


Wie aus Tabelle II ersichtlich, wird die Atmungsintensitat der 
Hefezelle durch Zusatz des Virusproteins gesteigert ; der Steigerungsgrad 
ist jedoch entgegen unserer Erwartung kleiner als derjenige der Katalase- 
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aktivitat. Die Atmung wird wie die Katalase bis zu gewissem MaBe 
durch Alkali allein beschleunigt. 

Die in den Tabellen I und II angegebenen Versuchsergebnisse, aus 
denen hervorgeht, daB die in einer Alkalilésung suspendierte Hefe 
eine stirkere Katalasewirkung besitzt als die in einer Kochsalzlésung 
suspendierte, fiihrten uns zu der Vermutung, daB eine Schadigung der 
normalen Lebensvorginge hierbei eine der Ursachen der Katalase- 
aktivierung in der Zelle ist. Ist dies der Fall, so muB eine Steigerung 
der Katalaseaktivitat auch bei Zel!materialien ohne Leben beobachtet 
werden. Zur Bestatigung dieser Annahme haben wir die Hefezelle mit 
Quarzsand zerrieben, in Wasser suspendiert, mit dem Virus behandelt 
und dann die Katalase bestimmt (Tabelle IT). 


Tabelle III. 


Beim Versuch 1: Hefe = Saccharomyces formosensis, Virus = 2 mg, Be- 

handlungstemperatur = 35°. Beim Versuch 2: Hefe = Saccharomyces cere- 

visiae, Virus = 5 mg, Behandlungstemperatur = 37°. Nahiboden: Zucker- 
rohrsaft. 





Behandlungsdauer in Std. 

|| PH eR iy! Game oeirns 

Versuch Lésung enthiilt | der 20 140 
| Lésung 


Katalaseaktivitit in k- 104 
a 


Zerriebene Hefe + Na,CO, + HCl .. 
, | Zerriebene Hefe + Na,CO,; + HC 
| + Virus 40,5 
Zerriebene Hefe 78,9 
2 { Zerriebene Hefe + Na,CO, + HCl.. | 90,1 
Zerriebene Hefe + Na,CO, + HCl | 
+ Virus i 100,7 


Die Katalase der mit Sand zerriebenen Hefe kann, wie erwartet. 
durch Polyedervirus aktiviert werden. Zusatz von schwachem Alkali 
bef6rdert die Aktivierung durch Virus noch mehr. Die Katalase- 
wirkung der nach dem Zerreiben der Zelle hergeste!lten Suspension 
wird, im Gegensatz zu derjenigen der Suspension der intakten Zelle 
(vgl. Tabelle I), mit der Zeit schwacher. Im allgemeinen findet bei der 
intakten Hefe eine bedeutend stirkere Katalaseaktivierung statt als 
bei der zerriebenen Hefe. Wir haben auch gefunden, daB in der mit 
zerriebener Hefe bereiteten Suspension keine Sauerstoffabsorption 
erfolgt. 

Il. 

Die in den obererwaihnten Versuchen beobachtete Katalase- 
aktivierung beruht wahrscheinlich nicht auf der wahren Wirkung des 
Virus; die Viruswirkung ist durch Alkali gestért worden. In der Tat 
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inden in pflanzlichen oder tierischen Organismen die Infektion und 
Vermehrung des Virus bei fast neutraler Reaktion statt. Wir haben 
daher zu 1 ccm Hefesuspension 3 ccm einer alkalischen Viruslésung 
(bei der Kontrolle 3 ccm Alkalilésung ohne Virus) hinzugefiigt und zur 
Neutralisierung sofort oder nach kurzer Zeit noch 2 ccm Phosphat- 
puffer zugesetzt. 
Tabelle IV. 
Hefe: Saccharomyces cerevisiae. Nahibceden: Zuckerrohrsaft. 
Behandlungstemperatur: 32°. 








Viras Zeit bis zum " Behand- Katalase- Sauerstoff- 
me Pufferzusatz pu lungsdauer aktivitit verbrauch 
g in Min. der Lésung in Std. in k- 104 in emm 


Versuch 


0 20 42,6 133 
0 20 | 81,5 140 
0 3 20,5 168 
0 3 18,0 167 
10 3 16,4 172 
0 | 22 57,7 232 
5 22 41,8 239 
30 22 35,6 234 


Tabelle IV zeigt, daB bei neutraler Reaktion das Virus auf die 
Katalase in der Hefezelle hemmend wirkt. Wir nehmen an, daB das 
Virusprotein eine Hemmung des katalatischen Vermégens der Zelle 
hervorruft, wenn der normale Stoffwechsel der lebenden Zelle durch 
keine anderen Faktoren als das Virus beeinflu8t wird. Da dabei die 
Atmungsintensitat, wie aus Tabelle IV ersichtlich, beinahe unverandert 
bleibt, kann vielleicht das gebildete Wasserstoffperoxyd nicht sofort 
zersetzt werden und muB auf das Zell-Leben, besonders auf die Stoff- 
wechselvorginge der EiweiBkérper, einen giftigen, st6renden EinfluB 
austiben. 

Es bleibt nun zu klaren, wodurch die Katalase in der Zelle gehemmt 
wird. Nach den bisherigen Angaben von verschiedenen Forschern sind 
Virusarten Nucleoproteine von betrachtlich hohem Molekulargewicht, 
und die Annahme, da8 das Virusmolekiil durch Polymerisation oder 
Denaturierung niedermolekularer Eiweifstoffe aufgebaut wird, war der 
AnlaB®B zu unseren Untersuchungen. Wenn das der Fall ist, so besteht 
die Méglichkeit, daB die Enzyme des Organismus bei der Bildung des 
Virus-Riesenmolekiils von den normalen Nucleoproteinen umschlossen 
werden. Die auf diese Weise in das Virusmolekiil eingeschlossene 
Katalase kann wahrscheinlich in der lebenden Zelle nicht mehr wirken, 
und so findet bei der Virusinfektion eine Katalasehemmung statt. Unter 
dieser Voraussetzung haben wir die Verinderungen der Katalase- 
aktivitat des Polyedervirus im Laufe der Spaltung des Virusmolekiils 
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untersucht. Zu diesem Zwecke wurde in der frither beschriebenen 
Weise eine alkalische Viruslésung hergestellt und nach bestimmten 
Zeiten ihre katalatische Wirksamkeit ermittelt. 


Tabelle V. 
Versuchstemperatur: 37°. Versuchslésung enthalt: Virus + Na,CO, + HCI. 





Versuchsdauer in Std. 


Virus PH : ; 70 140 
in mg der Lésung Rea ets 


Katalaseaktivitét in k- 104 





_ 37,9 _ -- 
1,4 1,9 4,2 8,1 


Das Polyedervirus hat, wie Tabelle V zeigt, keine erkennbare 
Katalaseaktivitat. Wenn es aber in einem verdiinnten Alkali gelést 
und stehengelassen wird, so tritt eine katalatische Wirkung allmahlich 
auf. Die hydroperoxydspaltende Fahigkeit des in Alkali gelésten Virus 
wird mit der Dauer stirker, und zwar mit zunehmendem px-Wert. In 
der Viruslésung erfolgte kein Sauerstoffverbrauch. 

Nach der Beendigung dieser Untersuchung wurde eine Arbeit von 
Pjankuch veréffentlicht (7). Er konnte bei der Alkalispaltung des 
Tabakmosaikvirus eine Anzahl von Bruchstiickproteinen, die alle 
untereinander gleiche Konstitution haben, erhalten und gelangte zu 
dem Schlu8, daB das Virus, wie oben erwaihnt, durch Polymerisation 
oder Verkettung niedermolekularer Nucleoproteine, die vielleicht 
normale Bestandteile jeder Zelle sind, entstanden ist. Um die Richtig- 
keit unserer Vorstellungen tiber die Beziehungen zwischen der Bildung 
sowie Zersetzung des Wasserstoffperoxyds und der Wirkungsweise 
sowie Vermehrung des Virus einwandfrei zu bestatigen, bediirfte es 
noch einer Reihe von experimentellen Belegen. Wir haben bereits 
einige Versuche mit viruskranken Geweben ausgefiihrt; die Ergebnisse 
werden spater berichtet. 
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Wirkungsgruppe des Giirungsferments Zymohexase. 
Von Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 29, Dezember 1941.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zymohexase! ist das Garungsferment, das Hexosediphosphat in 


Triosephosphat spaltet: 
| Hexosediphosphat =. 2 Triosephosphat. 

Zymohexase galt bisher? als ein Ferment, das ohne Co-Ferment 
oder besondere Wirkungsgruppe sein Substrat spaltet. Eine nahere 
Untersuchung der Zymohexase hat jedoch gezeigt, daB auch dieses 
Ferment — wie alle Fermente, die wir bisher untersucht haben — kein 
einfaches Protein, sondern ein konjugiertes Protein ist. 


Hemmung. 


Zymohexase, aus Bierhefe gewonnen, wird durch Pyrophosphat 
(pu 7,6), durch Cystein (px 7,6) und durch Cyanid (py 8,5) gehemmt. 
Nach einem Prinzip?, das sich seit 1923 bewahrt hat, folgt aus 
diesem Verhalten gegen verschieden zusammengesetzte Komplexbildner, 
daB der chemisch = 2 
wirksame Bestandteil 
der Zymohexase ein 
Schwermetall ist. 





~ 
> 


Resynthese. 





Wir lésen Ferment 
und Substrat in m/50 
Cystein und bringen 
damit die Wirkung des 
Ferments bis auf einen 
geringen Rest zum Ver- 
schwinden. Fiigen wir 
dann Schwermetall- 
sulfate hinzu — viel 


im Vergleich zu dem ; a wv 


Ferment. aber wenig Abb. 1. Hemmung der Zymohexase durch Cystein und 
Wiederherstellung der Wirkung durch Zinksulfat 


Hexoseaiphosphat gespalten 
S ™_ 
cy Ss 


S 
aa 


2. 











im Vergleich zu dem 

Cystein —, so stellen Zink, Kobalt, Eisen und Kupfer die Wirkung 
wieder her. Ein Versuch mit Zinksulfat ist in Abb. 1 graphisch dar- 
gestellt. 


1 0. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 102, 1934. * Green 
u. Mitarbeiter, Biochem. J. 34, 1108, 1940. — * O. Warburg u. S. Sakuma, 
Pfliigers Arch. 200, 203, 1923. 
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Einflu8 des Sauerstoffs. 


Bei den Versuchen itiber die Resynthese der Zymohexase hat 
sich gezeigt, daB der Sauerstoffgehalt der Lésungen von Bedeutung ist. 
Kobaltosulfat aktiviert das Zymohexase-Protein nur bei AbschluB von 
Sauerstoff und diese Aktivierung verschwindet beim Einleiten von 
Sauerstoff in die Lésung. So kann man durch Sauerstoff — bei Gegen- 
wart von Cystein — die 
Wirkung eines Garungsfer- 
ments reversibel hemmen 
(Abb. 2). 

Wie Kobalt-Zymohexase 
verhalt sich Eisen-Zymo- 
hexase ; Zink-Zymohexase je- 
doch wird durch Sauerstoff 
nicht gehemmt. Es _ hangt 
also von dem Schwermetall 
ab, mit dem das Zymo- 

x10 molar Kobalt Aerob (0x) | hexase-Protein  verbunden 
: 4 ; ; sn ist, ob das Ferment durch 


; ‘ xe 5 Wilt 
Abb. 2, Hemmung der Kobalt-Zymohexase durch Sauerstoff gehemmt ird 
Sauerstoff. oder nicht. 
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Wertigkeit und Wirkung. 


Gibt man Kobaltosalz zu einer neutralen Cysteinlésung, so bildet 
sich komplexes Kobaltocystein, das von Sauerstoff schnell zu Kobalti- 
Cystein oxydiert, von iiberschiissigem Cystein nur langsam zu Kobalto- 
cystein reduziert wird. Bei Sattigung der Lésungen mit Sauerstoff 
liegt also das Kobalt im wesentlichen in der dreiwertigen Form vor. 
Dreiwertiges Kobalt aber kann das Zymohexase- Protein nicht aktivieren. 

Leitet man durch die Lésungen Argon, bis das dreiwertige Kobalt 
von dem Cystein zu zweiwertigem Kobalt reduziert worden ist — was 
man durch Ultraviolett-Spektroskopie nachweisen kann —, so tritt 
mit dem Valenzwechsel des Metalls die Fermentwirkung auf. 

Zu dieser Erklarung der Sauerstoffhemmung stimmt, da Zink, 
das seine Valenz nicht andern kann, bei Gegenwart und bei Abschlul 
von Sauerstoff gleich wirkt. 


Verschiedenheit der Zymohexasen. 


Zymohexase, die F. Kubowitz vor einigen Jahren aus Kaninchen- 
muskeln gewonnen hatte, verhielt sich anders als Hefe-Zymohexase. 
Unter Bedingungen, unter denen die drei obengenannten Komplex- 
bildner die Hefe-Zymohexase fast vollstandig hemmten, blieb die Muskel- 
Zymohexase ungehemmt. In der Muskel-Zymohexase ist wahrscheinlich 
das Schwermetall fester gebunden als in der Hefe-Zymohexase. 








Die a-Cytochromabsorption 
in der Seitenlinienmuskulatur bestimmter Fische. 
Von 
Eduard Bechtold. 
(Aus der Gewerblichen Berufsschule im Hoppenlau, Stuttgart.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1942.) 


Bei Acipenser, bei den Holosteern und vielen Teleosteern findet 
sich oberhalb und unterhalb der Seitenlinie der Musculus rectus lateralis. 
Dieser, auch Musculus lateralis superficialis genannte Seitenlinien- 
muskel bildet eine der weiBen Hauptmuskelmasse aufgelagerte ziemlich 
schmale Schicht, die am toten Fisch braunlich gefarbt ist. 

In der Seitenlinienmuskulatur von Kabeljau und sogenanntem 
_griinem* (d.i. ungepékeltem) Hering fand ich bei der spektroskopischen 
Untersuchung ein zum Cytochromspektrum gehériges, besonders gut 
ausgebildetes a-Band. Nach Einwirkung von Hydrazinhydrat konnte 
es noch besser gesehen werden. Vermutlich waren die erwahnten Fisch- 
arten langere Zeit gelagert, bevor sie in die Fischverkaufsladen gelangten, 
von denen ich sie in enthiutetem Zustand bezog. An einem nicht 
enthauteten Stiick Seitenlinienmuskel von einem jungen Kabeljau war 
zunaichst nichts von einem Spektrum zu sehen. Nach Zugabe von 
Na,S,O, trat das a-Band sehr deutlich hervor. 

Die erwahnten Objekte bieten auch aus dem Grund ein besonderes 
Interesse, weil die Cytochromabsorptionen 6 und ¢ nicht getrennt 
hervortreten, sondern ein unklares und unscharfes Band bilden, das 
die beiden Absorptionen einschlieBt. Es iiberdeckt den spektroskopischen 
Raum von etwa 566—555 my. An Insektenbrustmuskeln, Hefe und 
Myoglobin-Cytochrom kénnen die Absorptionen 6 und ¢ in der Regel 
deutlich getrennt wahrgenommen werden. Unter gewissen Umstanden 
beobachtet man auch bei Cytochrom aus Myoglobin statt 6 und ¢ ein 
einzelnes Band, wie es von den genannten Fischen geschildert wurde. 


Die a-Absorption stellt héchstwahrscheinlich kein «-Band eines 
A-Haimochromogens vor, sonst miiBte in dem hier beschriebenen 
Spektrum eine £-Bande zu dem a-Streifen aufzufinden sein. Das ist 
ebensowenig der Fall, wie bei anderen Objekten, die eine a-Cvtochrom- 
absorption aufweisen. 


In der iibrigen Muskulatur der untersuchten Fische war sowohl 
die a-Absorption wie auch die Absorption b und ¢c kaum wahrzunehmen. 
Die groBe Masse der ,,weiSen‘ Fischmuskulatur diirfte darum nur 
wenig Cytochrom (Myoglobin) enthalten. 
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Nach Rauther (1) sind Verbreitung, feinbauliches Verhalten und 
besondere Aufgabe des Seitenlinienmuskels im einzelnen noch kaum 
zi iibersehen. Er gehért zu den ,,roten’’, lediglich aus plasmareichen 
Fasern aufgebauten Muskeln. Die roten Muskeln sind durch geringere 
irmiidbarkeit als die weiBen ausgezeichnet. Sie verrichten bei den 
Fischen Leistungen, die weniger einen groBen Energieanfwand als 
andauernde Tatigkeit verlangen. 

Die a-Absorption erstreckte sich bei den genannten Objekten von 
600-615 my. Zur Messung wurde ein Zeiss-Handspektroskop benutzt. 
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